ALK1 et BMP9 dans le remodelage vasculaire de la génétique humaine aux modèles murins by Ricard, Nicolas
ALK1 et BMP9 dans le remodelage vasculaire de la
ge´ne´tique humaine aux mode`les murins
Nicolas Ricard
To cite this version:
Nicolas Ricard. ALK1 et BMP9 dans le remodelage vasculaire de la ge´ne´tique humaine




Submitted on 26 Aug 2013
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
 THÈSE 
Pour obtenir le grade de 
DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE GRENOBLE 
Spécialité : Biologie cellulaire 








Thèse dirigée par Sabine BAILLY  
 
préparée au sein du Laboratoire Biologie du Cancer et de 
l'Infection   
dans l'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant 
 
 
ALK1 & BMP9 dans le 
remodelage vasculaire :  
de la génétique humaine aux modèles murins 
 
 
Thèse soutenue publiquement le 23 septembre 2011, 
devant le jury composé de :  
Madame Sabine BAILLY 
Directrice de recherche au CEA de Grenoble, Directeur 
Madame An ZWIJSEN 
Professeur à l'Université catholique de Louvain, Rapporteur 
Monsieur Marc HUMBERT 
Professeur à l'Université Paris-Sud, Rapporteur 
Madame Corinne ALBIGES-RIZO 
Directrice de recherche à l'Institut Albert Bonniot, Examinateur 
Monsieur Philippe BERTOLINO 




 Je remercie grandement le Professeur An Zwijsen, le Professeur Marc Humbert, le 
Docteur Corinne Albigès-Rizo et le Docteur Philippe Bertolino de me faire l'honneur 
d'évaluer mon travail de thèse.  
 
 Je remercie aussi vivement ma directrice de thèse, le Docteur Sabine Bailly, pour 
m'avoir guidé tout au long de ces quatre années de thèse. Ta rigueur scientifique m'a permis 
de mener à bien plusieurs projets scientifiques. Merci aussi de m'avoir donné la possibilité de 
développer mes connaissances et mes compétences en m'autorisant à suivre de multiples 
formations et en me permettant d'assister et de présenter à de multiples congrès scientifiques.  
 
 Un grand merci au Docteur Jean-Jacques Feige qui m'a accueilli dans son laboratoire. 
Ta disponibilité et tes conseils (scientifiques et pour mon avenir professionnel) avisés ont 
grandement contribué au succès de ma thèse. 
 
 Merci également à l'ensemble de l'équipe "TAL" (Christine, Daniel, Galia, Emma, 
Mariela, Sandrine, Marie, Delphine) pour la bonne ambiance que vous faites régner, vos 
conseils et les différents coups de main que vous avez pu m'apporter. Un merci tout particulier 
à Christine qui m'a appris la plupart des techniques que je maîtrise aujourd'hui. Merci aussi à 
Sandrine pour m'avoir fait découvrir l'escalade et le skating ! 
 
 Je remercie l'ensemble des personnes du laboratoire BCI pour leur aide qui permet de 
travailler sereinement. Merci particulièrement aux personnes de l'ex U878 et aux "Cochet" 
pour leur soutien depuis quatre ans, ainsi qu'à nos trois secrétaires (Sonia, Christine et Nicole) 
qui font trembler les formalités administratives les plus coriaces. Merci aussi à Ina, Michel et 
Danièle pour leurs conseils sur la production de protéines et à Stéphanie pour sa 
démonstration de dissection de l'œil de souris. 
 
 Un autre grand merci pour tout le personnel technique et des plateformes (Christine à 
la laverie ; Véronique au FACS ; Isa, Nico, Irène et Hervé à l'animalerie ; Didier au confocal). 
Votre implication a été indispensable pour mes travaux. 
 
 Un immense merci à Grande Sophie qui m'a supporté (dans presque tous les sens du 
terme) quotidiennement dans notre petit bureau. Notre "petit couple" qui prenait son café, thé 
ou chocolat devant le petit journal va bientôt se séparer. J'espère ne pas avoir trop altéré ta 
santé mentale avec mon "certain sens de l'humour". D'un côté tu es rodée contre tout chef 
sarcastique.  
 
 Un merci à l'équipe de l'ekiden : Grande Sophie (avec ses problèmes de frange), Aude 
(toute rouge), Sandrine (sans ses mousquetons mais toujours avec son esprit de pure 
compétitrice) et Odile (le moteur de l'équipe). Même sous la pluie nous avons tenu jusqu'au 
bout. Et j'ai enfin eu ma revanche sur le ski ! Vive le footing !  
 
 Un merci tout particulier à ma famille, mes parents, ma sœur et ma grand-mère Yvette 
pour leur soutien indéfectible pendant mes neuf ans d'étude. Sans eux, rien n'aurait été 
possible. 
 
 Un autre merci à mes amis : Chipou, Benoît, Carole, Lisa, Guigui, Claire, Boris, Piflet, 
Ceds, Soϕ, Alex, Mimi, Difine, Julie, et al. (désolé pour ceux que j'oublie). Désolé pour ceux 
qui ont skié avec moi, mais j'ai fait de mon mieux ! 
 
 Enfin, un immense merci à Emeraude, ma petite minette qui a vécu ces quatre années à 




















  1 
Sommaire 
 
Sommaire ................................................................................................................................... 1 
Table des figures et des tableaux................................................................................................ 6 
Introduction ................................................................................................................................ 9 
Partie 1 : L'angiogenèse.......................................................................................................... 9 
1. La vasculogenèse........................................................................................................ 9 
2. L'angiogenèse ........................................................................................................... 10 
2.1 Les deux mécanismes d'angiogenèse : intussusception et bourgeonnement.... 10 
2.2 L'angiogenèse par bourgeonnement : un processus en deux phases. ............... 11 
2.2.1 La phase d'activation ................................................................................ 11 
2.2.2 La phase de maturation ............................................................................ 13 
2.2.3 L'endothélium mature............................................................................... 13 
2.3 Les principaux facteurs de l'angiogenèse. ........................................................ 15 
2.3.1 La famille du VEGF : protéine clé de la phase d'activation..................... 15 
2.3.2 La voie Notch : régulateur majeur du bourgeonnement........................... 16 
2.3.3 Les angiopoïétines : rôle biphasique de cette famille .............................. 17 
2.3.4 Les PDGFs : acteurs du recouvrement des vaisseaux .............................. 17 
2.3.5 Famille TGF-β et BMPs : acteurs de la maturation des vaisseaux........... 18 
2.4 Les principaux facteurs angiostatiques endogènes........................................... 18 
2.5 Les pathologies impliquant l'angiogenèse et les traitements possibles ............ 19 
2.5.1 L'angiogenèse tumorale............................................................................ 19 
2.5.2 Les thérapies de l'angiogenèse ................................................................. 20 
2.6 Les modèles d'étude de l'angiogenèse .............................................................. 22 
2.6.1 Modèles d'angiogenèse in vitro ................................................................ 22 
2.6.2 Modèle d'angiogenèse ex vivo ................................................................. 23 
2.6.3 Modèles d'angiogenèse in vivo ................................................................ 24 
Partie 2 : La signalisation de la famille TGF-β. ................................................................... 28 
1. La famille TGF-β : une famille nombreuse.............................................................. 28 
1.1 Les ligands de la famille TGF-β....................................................................... 28 
1.1.1 Bref historique.......................................................................................... 28 
1.1.2 Les membres de la superfamille du TGF-β .............................................. 30 
1.1.3 Synthèse des ligands................................................................................. 32 
  2 
1.2 Les récepteurs de la famille TGF-β.................................................................. 35 
1.2.1 Bref historique.......................................................................................... 35 
1.2.2 Structures des récepteurs .......................................................................... 36 
Les récepteurs de type 1 et de type 2 ................................................................... 36 
Les récepteurs de type 3 ....................................................................................... 37 
2. Activation des voies de la famille TGF-β ................................................................ 38 
2.1 Liaison du ligand sur les récepteurs ................................................................. 38 
2.1.1 Etat basal des récepteurs .......................................................................... 38 
2.1.2 Liaison du ligand sur les récepteurs ......................................................... 39 
2.1.3 Etat activé des récepteurs ......................................................................... 43 
2.2 Intégration du signal par endocytose des récepteurs ........................................ 44 
2.3 Les voies de signalisation................................................................................. 45 
2.3.1 La voie de signalisation Smad.................................................................. 45 
Structure des Smads ............................................................................................. 46 
Etat basal des R-Smads et de Smad4 ................................................................... 47 
Activation des R-Smads par phosphorylation et oligomérisation........................ 49 
Effet transcriptionnel des Smads.......................................................................... 51 
Terminaison de la signalisation Smad.................................................................. 52 
Régulateurs de la voie Smad ................................................................................ 54 
2.3.2 Les voies de signalisation Smad-indépendantes ...................................... 55 
Les voies des MAP kinases.................................................................................. 55 
Les petites protéines G de type Rho..................................................................... 57 
La voie PI3K/Akt ................................................................................................. 57 
2.3.3 Déterminisme des voies de signalisation ................................................. 58 
2.4 Les régulateurs de l'activation des récepteurs .................................................. 59 
2.4.1 Les régulations liant des ligands .............................................................. 59 
La noggine............................................................................................................ 60 
La famille de la chordine...................................................................................... 60 
La Tsg................................................................................................................... 61 
La famille Dan...................................................................................................... 61 
La famille de la follistatine................................................................................... 61 
2.4.2 Les compétiteurs de liaison sur les récepteurs ......................................... 62 
2.4.3 Les régulateurs liés à la membrane plasmique......................................... 62 
2.4.4 Les régulateurs transmembranaires .......................................................... 62 
  3 
2.4.5 Les régulateurs cytoplasmiques ............................................................... 63 
2.4.6 Les régulateurs nucléaires ........................................................................ 63 
2.4.7 Les récepteurs solubles............................................................................. 64 
Partie 3 : La famille TGF-β dans le système cardiovasculaire............................................. 65 
1. Les maladies vasculaires impliquant des membres de la famille TGF-β ................. 65 
1.1 Implication de la famille TGF-β dans la maladie de Rendu-Osler .................. 65 
1.2 Implication de la famille TGF-β dans l'hypertension artérielle pulmonaire 
familiale........................................................................................................................ 66 
1.3 Implication de la famille TGF-β dans le syndrome de Loeys-Dietz ................ 66 
2. Invalidation de gènes de la famille du TGF-β et phénotypes cardiovasculaires...... 67 
2.1 Famille TGF-β et formation cardiaque............................................................. 67 
2.1.1 Invalidation de ligand et formation cardiaque.......................................... 67 
2.1.2 Invalidation de récepteur et formation cardiaque..................................... 68 
2.1.3 Invalidation de la voie Smad et formation cardiaque............................... 69 
2.2 Famille TGF-β et développement du système vasculaire ................................ 69 
2.2.1 Invalidation de ligand et angiogenèse ...................................................... 69 
2.2.2 Invalidation de récepteur et angiogenèse ................................................. 70 
2.2.3 Invalidation de la voie Smad et angiogenèse ........................................... 73 
2.2.4 Invalidation de TAK1 et angiogenèse ...................................................... 74 
2.2.5 Invalidation d'Id1 et d'Id3 et angiogenèse ................................................ 74 
3. ALK1, Endogline et BMP9/BMP10 : un trio sanguin !........................................... 75 
3.1 Le récepteur ALK1........................................................................................... 75 
3.1.1 Historique et site d'expression d'ALK1.................................................... 75 
3.1.2 Complexe de signalisation d'ALK1 ......................................................... 76 
3.1.3 Effets cellulaires d'ALK1......................................................................... 79 
3.1.4 Régulateurs de l'expression d'ALK1 ........................................................ 80 
3.2 L'endogline, co-récepteur impliqué dans la signalisation ALK1 ..................... 82 
3.2.1 Historique et sites d'expression de l'endogline......................................... 82 
3.2.2 Complexe de signalisation de l'endogline ................................................ 83 
3.2.3 Effets cellulaires de l'endogline................................................................ 84 
3.3 BMP9 et BMP10, ligands physiologiques d'ALK1 ......................................... 85 
3.3.1 Historique et structure de BMP9.............................................................. 85 
3.3.2 Effets de BMP9 sur les cellules endothéliales ......................................... 86 
3.3.3 Cibles transcriptionnelles d'ALK1/BMP9................................................ 87 
  4 
3.3.4 Autres effets de BMP9 ............................................................................. 88 
3.3.5 Effets de BMP9 sur les cellules tumorales............................................... 89 
3.3.6 BMP10 : un ligand physiologique d'ALK1 peu connu ............................ 90 
4. La voie ALK1 et le cancer ....................................................................................... 91 
5. Implication d'autres membres dans l'angiogenèse.................................................... 92 
Partie 4 : Deux maladies vasculaires de la voie TGF-β : la maladie de Rendu-Osler et 
l'hypertension artérielle pulmonaire ..................................................................................... 93 
1. La maladie de Rendu-Osler...................................................................................... 93 
1.1 Symptômes et diagnostic clinique.................................................................... 93 
1.2 Génétique de la maladie de Rendu-Osler ......................................................... 94 
1.3 Modèles animaux d'étude de la maladie de Rendu-Osler ................................ 96 
1.4 Etudes fonctionnelles de mutations impliquées dans la maladie  
de Rendu-Osler............................................................................................................. 98 
1.4.1 Etudes des mutations de ENG pour HHT-1 ............................................. 98 
1.4.2 Etudes des mutations d'ACVRL1 pour HHT-2...................................... 100 
1.5 Modèles moléculaires et cellulaires de HHT ................................................. 101 
1.6 Les traitements de la maladie de Rendu-Osler............................................... 104 
2. L'hypertension artérielle pulmonaire...................................................................... 105 
2.1 Les différentes formes de la maladie.............................................................. 106 
2.2 Génétique de l'HTAP ..................................................................................... 106 
2.3 Modèles animaux d'étude de l'HTAP............................................................. 108 
2.4 Etudes fonctionnelles de mutations impliquées dans l'HTAP........................ 109 
2.5 Modèle moléculaire et cellulaire de l'HTAP.................................................. 112 
2.6 Les traitements de l'HTAP ............................................................................. 114 
Objectifs ................................................................................................................................. 115 
Résultats ................................................................................................................................. 116 
Projet 1 : BMP9 : outil diagnostique dans la maladie de Rendu-Osler.............................. 116 
Contexte de l'étude ......................................................................................................... 116 
Objectifs de l'étude ......................................................................................................... 117 
Méthodologie ................................................................................................................. 117 
Résultats ......................................................................................................................... 118 
Discussion ...................................................................................................................... 119 
Conclusion et perspectives ............................................................................................. 122 
Projet 2 : Structure du complexe ALK1/BMP9. ................................................................ 123 
  5 
Introduction .................................................................................................................... 123 
Méthodes et résultats ...................................................................................................... 124 
Conclusion...................................................................................................................... 126 
Projet 3 : Analyse de l'angiogenèse des souris BMP9 -/-................................................... 127 
Contexte de l'étude ......................................................................................................... 127 
Objectifs de l'étude ......................................................................................................... 127 
Méthodologie ................................................................................................................. 127 
Résultats ......................................................................................................................... 128 
Discussion ...................................................................................................................... 129 
Conclusion.............................................................................................................................. 132 
Perspectives ............................................................................................................................ 134 
Liste des abréviations ............................................................................................................. 139 
Références bibliographiques .................................................................................................. 142 
   6 
Table des figures et des tableaux 
Figure 1 : Les étapes de la vasculogenèse............................................................................... 9 
Figure 2 : Les deux types d'angiogenèse .............................................................................. 10 
Figure 3 : L'angiogenèse par intussusception...................................................................... 10 
Figure 4 : Base moléculaire de l'angiogenèse par bourgeonnement.................................. 11 
Figure 5 : Morphologies des vaisseaux ................................................................................. 13 
Figure 7 : Perméabilité de l'endothélium ............................................................................. 14 
Figure 8 : Signalisation de la famille du VEGF................................................................... 15 
Figure 9 : Contrôle du bourgeonnement par la voie Notch................................................ 16 
Figure 10 : Signalisation d'Ang1 et Ang2 sur Tie2 ............................................................. 17 
Figure 11 : Signalisation de PDGF-BB................................................................................. 17 
Figure 12 : Contraste entre la microvascularisation normale et tumorale....................... 19 
Figure 13 : Différentes stratégies thérapeutiques anti-angiogéniques ciblant la 
signalisation du VEGF ........................................................................................................... 20 
Figure 14 : Représentation schématique de l'évolution de la vascularisation tumorale 
lors d'une thérapie anti-angiogénique .................................................................................. 21 
Figure 15 : Modèles d'angiogenèse in vitro .......................................................................... 22 
Figure 16 : Modèle d'angiogenèse ex vivo : bourgeonnement d'un anneau d'artère 
ombilicale humaine ................................................................................................................ 23 
Figure 17 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 1ère partie ...................................................... 24 
Figure 18 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 2ème partie ..................................................... 25 
Figure 19 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 3ème partie ..................................................... 26 
Figure 20 : Découverte du TGF-β......................................................................................... 28 
Figure 21 : Modèle expérimental pour tester l'effet de TGF-β sur la cicatrisation ......... 29 
Figure 22 : Structures des membres de la famille TGF-β .................................................. 30 
Figure 23 : Arbre phylogénétique déraciné des 37 membres de la famille TGF-β chez 
l'homme ................................................................................................................................... 31 
Figure 24 : Architecture du proTGF-β1 .............................................................................. 32 
Figure 25 : Représentation schématique de la structure de proTGF-β1 et du mécanisme 
d'activation.............................................................................................................................. 34 
Figure 26 : Arbre phylogénétique des récepteurs de la famille TGF-β chez l'homme .... 35 
Figure 27 : Structure cristallographique du domaine kinase d'ALK5 ............................. 36 
Figure 28 : Structure du bétaglycan et de l'endogline ........................................................ 37 
   7 
Figure 29 : Modes de formation des complexes de récepteurs........................................... 39 
Figure 30 : Modes de liaison des ligands de la famille TGF-β ........................................... 41 
Figure 31 : Modes de liaison des récepteurs de type 2 ........................................................ 42 
Figure 32 : Extension préhélice caractéristique d'ALK5 ................................................... 43 
Figure 33 : Comparaison des structures cristallographiques d'ALK5 inactif et actif..... 43 
Figure 34 : Schématisation simplifiée des modes d'endocytose des récepteurs  
des BMPs ................................................................................................................................. 45 
Figure 35 : Arbre phylogénétique des Smads de la famille TGF-β chez l'homme ........... 45 
Figure 36 :   Structure des R-Smads..................................................................................... 46 
Figure 37 : Transports des Smads Noyau/Cytoplasme....................................................... 47 
Figure 38 : Schématisation des deux voies Smads............................................................... 49 
Figure 39 : Structure cristallographique de complexes trimériques de Smads................ 50 
Figure 40 : Interférences entre la voie Smad et d'autres voies de signalisation ............... 52 
Figure 41 : Modes d'action des I-Smads .............................................................................. 53 
Figure 42 : Sites de phosphorylation des Smads ................................................................. 54 
Figure 43 : Activation des voies Smad-indépendantes par TGF-β – 1ère partie ............... 56 
Figure 44 : Activation des voies Smad-indépendantes par TGF-β – 2ème partie .............. 57 
Figure 45 : Déterminisme des voies de signalisation ........................................................... 58 
Figure 46 : Structure cristallographique du complexe BMP7/Noggine ............................ 60 
Figure 47 : Structure cristallographique du complexe Activine/Follistatine.................... 61 
Figure 48 : Structure cristallographique du complexe ALK5/FKBP12............................ 63 
Figure 49 : Développement embryonnaire du cœur de souris ........................................... 67 
Figure 50 : Phénotype de l'invalidation d'ALK1................................................................. 70 
Figure 51 : Site d'expression d'ALK1 et d'ALK5 dans les vaisseaux................................ 72 
Figure 52 : Phénotype de l'invalidation de l'endogline ....................................................... 73 
Figure 53 : Phénotype vasculaire de l'invalidation de gènes impliqués dans la 
signalisation de la famille TGF-β .......................................................................................... 74 
Figure 54 : Modèle de signalisation d'ALK1 avec TGF-β comme ligand ......................... 77 
Figure 55 : Modèle de signalisation d'ALK1 avec BMP9/BMP10 comme ligand ............ 78 
Figure 56 : Différents complexes de signalisation de l'endogline....................................... 83 
Figure 57 : Effet différentiel des deux isoformes de l'endogline sur la signalisation 
ALK1/ALK5 ........................................................................................................................... 84 
Figure 58 : Structure cristallographique du dimère mature de BMP9............................. 85 
Figure 59 :   Symptômes de la maladie de Rendu-Osler..................................................... 94 
   8 
Figure 60 : Répartition des mutations HHT sur les gènes codant pour l'endogline (A) et 
ALK1 (B) ................................................................................................................................. 95 
Figure 61 : Modèles animaux pour HHT ............................................................................. 96 
Figure 62 : Formation de fistules artério-veineuses dans des souris invalidées pour 
ALK1 ....................................................................................................................................... 97 
Figure 63 : Modèles moléculaires et cellulaires de HHT .................................................. 102 
Figure 64 : Modèles moléculaires et cellulaires de HHT, suite ........................................ 103 
Figure 65 : Lésions vasculaires de l'hypertension artérielle pulmonaire........................ 106 
Figure 66 : Modèles animaux pour HTAP......................................................................... 108 
Figure 67 : Modèle moléculaire et cellulaire de HTAP..................................................... 112 
Figure 68 : Remodelage vasculaire dans l'HTAP.............................................................. 114 
Figure 69 : Comparaison des séquences C-terminale des différents récepteurs  
de type 1................................................................................................................................. 119 
Figure 70 : Transactivation et transcomplémentation d'ALK5....................................... 120 
Figure 71 : Les mutants NANDOR ne sont pas transcomplémentés par des mutants 
kinases ................................................................................................................................... 121 
Figure 72 : Projection plane de la disposition des récepteurs de TGF-β3 et BMP2 ...... 122 
Figure 73 : Production d'ALK1ecd .................................................................................... 124 
Figure 74 : Production de BMP9 ........................................................................................ 126 
Figure 75 : Augmentation de la densité vasculaire de la rétine des souris hétérozygotes 
pour Dll4................................................................................................................................ 129 
 
Tableau 1 : Invalidation des gènes de la famille TGF-β et conséquence sur le 
développement cardiaque ..................................................................................................... 68 
Tableau 2 : Invalidation des gènes de la famille TGF-β et conséquence sur le 












Figure 1 : Les étapes de la vasculogenèse. 
A : Photographie d'un embryon humain à six semaines de grossesse. Le sac vitellin est une 
annexe embryonnaire. D'après http://www.epigee.org/fetal1.html 
B : Les différentes étapes de la vasculogenèse.  Les progéniteurs vasculaires migrent du pli 
primitif postérieur (dans l'embryon) vers le mésoderme du sac vitellin. Ces progéniteurs sont 
VEGFR2 positifs et expriment neuropiline 1 (Np1 +), et/ou 2 (Np 2+) en fonction de leur 
devenir.  Dans le mésoderme du sac vitellin, les progéniteurs forment des îlots sanguins. 
Les cellules périphériques de ces îlots se différencient en cellules endothéliales veineuses 
(Np1+) ou artérielles (Np2+) et entourent les cellules hématopoïétiques.  Les îlots sanguins 
fusionnent et forment le plexus vasculaire primitif : c'est la vasculogenèse.  Les cellules 
endothéliales du plexus vasculaire primitif migrent du mésoderme du sac vitellin vers 
l'embryon pour former le réseau vasculaire mature : c'est l'angiogenèse. D'après (Coultas L. 
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 Ma thèse porte sur l'étude du récepteur de la famille du TGF-β spécifique des cellules 
endothéliales, ALK1, et sur son ligand, BMP9, dans l'angiogenèse. Je vais donc dans cette 
introduction exposer les données bibliographiques sur l'angiogenèse, la famille TGF-β et 
l'implication de cette famille dans le système vasculaire et des maladies vasculaires. 
 
Partie 1 : L'angiogenèse 
 
 Les vaisseaux sanguins assurent l'approvisionnement des cellules des organismes 
vivants complexes en nutriments et en oxygène. La formation du réseau vasculaire se produit 
au stade embryonnaire précoce et se passe en deux étapes distinctes : la vasculogenèse et 
l'angiogenèse. Mon introduction se focalisera principalement sur l'angiogenèse.  
 
1. La vasculogenèse 
 
 La première structure vasculaire dans l'embryon est formée à partir de cellules du 
mésoderme (figure 1). Des cellules du mésoderme migrent vers le sac vitellin et se 
différencient en hémangioblastes. Elles forment alors des amas appelés îlots sanguins. Les 
cellules périphériques de ces îlots, appelées angioblastes, se différencient alors en cellules 
endothéliales, tandis que les cellules du centre des îlots sont à l'origine des cellules 
hématopoïétiques. Les îlots sanguins fusionnent alors formant ainsi le plexus vasculaire 
primitif. Ce processus, qui conduit à la formation de premières structures vasculaires, 
s'appelle la vasculogenèse (Risau W. 1995). Plusieurs facteurs guident la vasculogenèse, dont 
le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) et le 




                 
Figure 2 : Les deux types d'angiogenèse. 
A la suite de la vasculogenèse, le réseau sanguin s'établit dans l'embryon. Les vaisseaux se 
forment par deux types d'angiogenèse : l'angiogenèse par intussusception et l'angiogenèse par 
bourgeonnement. Les cellules endothéliales sont recouvertes par des cellules de muscle lisse 




Figure 3 : L'angiogenèse par intussusception. 
A : Représentation schématique de l'angiogenèse par intussusception.  Vaisseaux initiaux. 
 Invaginations opposées de la paroi vasculaire dans la lumière du vaisseau.  Contact et 
fusion entre les deux invaginations.  La bicouche endothéliale est perforée et un pilier 
transluminal est formé. D'après (Makanya A. N. 2009). 
B : Remodelage vasculaire par intussusception sur la membrane chorioallantoïdienne de 
l'embryon de poulet.  Formation d'un petit pilier (flèche).  Extension du pilier jusqu'à 
l'intersection voisine.  Il en résulte une remonté de cette intersection et une diminution de 




 Après la formation du plexus vasculaire primitif, de nouvelles cellules endothéliales 
sont formées, générant des nouveaux capillaires par bourgeonnement ou par intussusception. 
L'angiogenèse est le processus de formation de ces nouveaux vaisseaux sanguins à partir du 
plexus vasculaire primitif ou de vaisseaux préexistants (figure 2). L'étude moderne de 
l'angiogenèse a été initiée par Folkman en 1971, lorsque ce dernier émis l'idée d'une 
angiogenèse active nécessaire à la croissance tumorale (Folkman J. 1971). Je vais présenter 
dans cette partie les deux types d'angiogenèse, les phases de l'angiogenèse, les principaux 
facteurs régulant ce processus, ainsi que les modèles d'étude. 
 
2.1 Les deux mécanismes d'angiogenèse : intussusception et bourgeonnement. 
 
 L'angiogenèse par intussusception consiste en la division longitudinale d'un vaisseau 
sanguin en deux vaisseaux (figure 3). Ce mécanisme se produit donc sur des vaisseaux 
sanguins préexistants formés lors de l'angiogenèse par bourgeonnement. Elle est très 
importante dans le remodelage vasculaire pulmonaire (qui se produit dans les deux ans après 
la naissance chez l'homme), ainsi que dans la vascularisation du muscle pour l'adaptation à 
l'effort. L'angiogenèse par intussusception est aussi présente dans la vascularisation tumorale, 
bien que moins prépondérante que l'angiogenèse par bourgeonnement (Makanya A. N. 2009).  
 L'angiogenèse par bourgeonnement se caractérise par une activation des cellules 
endothéliales qui prolifèrent et migrent, formant ainsi des nouveaux capillaires qui vont 
s'anastomoser, aboutissant à un réseau vasculaire. Je vais par la suite décrire uniquement 








Figure 4 : Base moléculaire de l'angiogenèse par bourgeonnement.  
A : Sélection de la "tip cell". 
B : Migration de la "tip cell" et prolifération des "stalk cells". 
C : Quiescence des "phalanx cells". 
Principaux facteurs pour chaque étape. 




2.2 L'angiogenèse par bourgeonnement : un processus en deux phases. 
 
 L'angiogenèse se décompose en deux phases distinctes : la phase d'activation et la 
phase de maturation. 
 
2.2.1 La phase d'activation 
 
 Elle consiste en une vasodilatation, en la dégradation de la membrane basale 
supportant les cellules endothéliales, au retrait des cellules de muscle lisse (artères/veines) ou 
des péricytes (capillaires), et en la prolifération et la migration des cellules endothéliales. 
 
 La première étape est une vasodilatation des vaisseaux. Cette vasodilation est due au 
monoxyde d'azote (NO) sécrété par les cellules endothéliales sous l'effet du VEGF (van der 
Zee R. 1997). Cette vasodilatation induit une augmentation de la perméabilité vasculaire par 
remodelage des liaisons inter-cellules endothéliales (figure 4A) (Eliceiri B. P. 1999) 
(Carmeliet P. 2000).  
 La poursuite de perméabilisation de l'endothélium se produit par décrochage des 
cellules murales (cellules de muscle lisse et péricytes) et relâchement des liaisons inter-
cellules endothéliales à l'état basal (figure 4A). L'Angiopoïétine 1 (Ang1) se lie sur le 
récepteur endothélial Tie2 et induit le resserrement des liaisons entre cellules endothéliales 
dans l'endothélium quiescent (Thurston G. 2000). L'Angiopoïétine 2 (Ang2), sécrétée en 
réponse à des facteurs comme le VEGF ou suite à une hypoxie (Oh H. 1999), permet le 
relâchement des liaisons entre les cellules endothéliales et les cellules murales par son action 
antagoniste sur Tie2 (Maisonpierre P. C. 1997).  
 Enfin, la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) par des enzymes, par 
exemple les métalloprotéases (MMPs) ou les activateurs du plasminogène de type urokinase, 
permet la migration et la prolifération des cellules endothéliales (figure 4B) (van Hinsbergh 
V. W. 2008). Cette dégradation de la MEC permet aussi la libération de facteurs de croissance 
jusqu'alors séquestrés sous une forme inactive dans la MEC, comme certaines isoformes du 
VEGF-A (figure 4B) (van Hinsbergh V. W. 2006). 
 Les cellules endothéliales peuvent alors proliférer et migrer. La migration des cellules 
endothéliales se fait grâce à l'interaction des intégrines (notamment l'αvβ3), protéines 
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transmembranaires reliant le cytosquelette à la MEC (figure 4B) (Brooks P. C. 1994a). Le 
VEGF ainsi que le FGF induisent l'expression des intégrines, normalement peu exprimées 
dans l'endothélium quiescent (Eliceiri B. P. 1998) (Brooks P. C. 1994b). La migration des 
cellules endothéliales se fait en remontant le gradient des facteurs proangiogéniques (par 
exemple : VEGF, FGF) et fait apparaître deux phénotypes de cellules endothéliales 
différents : les cellules de tête ou "tip cells" et les cellules de tige ou "stalk cells" (figure 4B) 
(Ruhrberg C. 2002) (Gerhardt H. 2003). Lors d'un bourgeonnement, une "tip cell" guide les 
cellules endothéliales "stalk cells" qui prolifèrent et forment ainsi le corps du bourgeon. Le 
contrôle du nombre de "tip cell" (une seule par bourgeonnement) est assuré par la voie 
Dll4/Notch1. En effet, VEGF-A induit Dll4 (Delta Like Ligand) dans une cellule endothéliale 
du vaisseau initialement quiescent via le récepteur VEGFR2 (Liu Z. J. 2003). Cette cellule 
prend alors le phénotype tip cell et la voie Dll4/Notch1 activée dans les cellules adjacentes 
pousse ces cellules voisines à prendre le phénotype "stalk cell" (Hellstrom M. 2007). 
L'activation de la voie Notch1 dans les "stalk cells" réprime l'expression de VEGFR2 et induit 
l'expression du récepteur VEGFR1, un récepteur de séquestration du VEGF (Harrington L. S. 
2008) (Suchting S. 2007) (Williams C. K. 2006). Une récente étude de l'équipe de H. 
Gerhardt a montré que la détermination du phénotype "tip cell"/"stalk cell" n'est pas figé mais 
dynamique lors de la croissance du bourgeon (Jakobsson L. 2010). Récemment, un troisième 
état des cellules endothéliales a été décrit : les "phalanx cells" ou cellules phalanges, par 
analogie à la formation militaire de la Grèce antique appelée phalange et décrivant une 
colonne de lanciers fortement armés (figure 4C) (Mazzone M. 2009). Les cellules phalanges, 
localisées derrière les "stalk cells", forment un endothélium serré, quiescent, qui perfuse 
parfaitement les tissus. Enfin, plusieurs études montrent une implication des facteurs de 
guidance neuronaux (dont les sémaphorines et les éphrines) dans l'angiogenèse et la migration 
des cellules endothéliales (Carmeliet P. 2005). La migration des cellules endothéliales cesse 
lorsque le bourgeon s'anastomose avec un vaisseau existant. Les macrophages jouent un rôle 
important dans cette anastomose (Fantin A. 2010).  
 Le nouveau vaisseau ainsi formé est fragile et nécessite une maturation pour devenir 






Figure 5 : Morphologies des vaisseaux. 
A : Composition de la paroi vasculaire des gros vaisseaux. L'endothélium, la membrane 
basale et le tissu élastique interne forment la tunica intima ; la couche de muscle lisse avec la 
couche élastique externe composent la tunica media ; et enfin le tissu connectif (fibres 
élastiques et de collagène) forme la titunica externa. 
B : Organisation des différents vaisseaux. 




2.2.2 La phase de maturation 
 
 La première étape de la maturation du vaisseau est l'arrêt de la prolifération et de la 
migration des cellules endothéliales avec la sécrétion de la matrice extracellulaire. La Bone 
Morphogenetic Protein 9 (BMP9) a été décrite comme inhibant la prolifération et la migration 
des cellules endothéliales via son récepteur Activin receptor-Like Kinase 1 (ALK1) (David L. 
2007a). BMP9 pourrait jouer ce rôle lors de cette phase de maturation. Concernant la synthèse 
de la matrice extracellulaire, elle est induite par le Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1), 
via son récepteur ALK5, sur les cellules endothéliales et les fibroblastes (figure 4C) (Roberts 
A. B. 1989) (Krummel T. M. 1988).  
 Les jonctions endothéliales sont alors resserrées grâce à l'action de l'Ang1 (figure 4C) 
(Thurston G. 2000).  
 Enfin l'étape cruciale lors de cette maturation est le recouvrement des cellules 
endothéliales par les cellules murales. En effet, les vaisseaux non recouverts par ces cellules 
sont alors dégradés (Benjamin L. E. 1998). Les cellules mésenchymateuses précurseurs des 
cellules murales sont recrutées par le Platelet-Derived Growth Factor BB (PDGF-BB) (figure 
4C) (Hellstrom M. 1999) (Hellstrom M. 2001). La différenciation de ces précurseurs en 
cellules de muscle lisse ou en péricytes est induite par le TGF-β1 sécrété par les cellules 
endothéliales (figure 4C) (Hirschi K. K. 1998) (Darland D. C. 2001).  
 
2.2.3 L'endothélium mature 
 
 Bien que l'angiogenèse permette la formation de tous les types de vaisseaux 
(artères/artérioles/capillaires/veinules/veines), les endothéliums qui composent ces types de 
vaisseaux sont différents morphologiquement, moléculairement et dans leur fonction. De plus, 
l'endothélium des capillaires est hétérogène en fonction de l'organe (Cleaver O. 2003).  
 A la fin de l'angiogenèse, les vaisseaux sanguins matures sont composés d'une 
monocouche interne constituée par les cellules endothéliales, l'intima. L'intima est entourée 
par un ou des anneaux de cellules de muscle lisse (veines/artères), ou par un anneau de 
péricytes (capillaires), avec des fibres réticulaires (collagène III) et d'élastine. Cette couche 





Figure 7 : Perméabilité de l'endothélium 
A : Morphologie de la paroi capillaire dans différents tissus.  Endothélium continu sans 
ouverture composé d'une couche continue de corps de cellules endothéliales.  Capillaires 
fenêtrés avec des petites ouvertures, les fenêtres, de 80 à 100 nm de diamètres.  Capillaires 
discontinus, appelés aussi sinusoïdes, avec des trous importants, des fenêtres nombreuses et 
une lame basale discontinue. D'après (Cleaver O. 2003). 
B : Gros plan d'un endothélium discontinu au niveau d'un glomérule de rein. D'après (Aird W. 
C. 2007a). 
Figure 6 : Signalisation des éphrines dans la 
guidance vasculaire et formation des capillaires. 
La signalisation d'EphrineB2 sur les cellules EphB4 
induit une répulsion des cellules EphB4 positives 
(cellules veineuses), tandis que la signalisation inverse 
d'EphB4 sur EphrineB2 induit une attraction des 
cellules EphrineB2 positives (cellules artérielles). Ces 
formes d'attraction/répulsion aboutissent à 
l'établissement d'un réseau ségrégationniste. D'après 
(Fuller T. 2003). 
 
                                                       
 14 
conjonctif, de fibres de collagène et de fibres élastiques (gros vaisseaux, absent dans les 
capillaires) (figure 5).  
 L'identité artérielle ou veineuse des cellules endothéliales est en partie génétique. En 
effet,   il a été montré dans l'embryon de poulet que les cellules endothéliales de certains îlots 
sanguins expriment la Neuropiline 1 (Np1), qui est un co-récepteur du VEGF exprimé 
spécifiquement dans les artères, tandis que dans d'autres îlots sanguins les cellules expriment 
la Neuropiline 2 (Np2), corecepteur exprimé spécifiquement dans les veines (Herzog Y. 
2005). Il existe d'autres marqueurs d'artères ou de veines exprimés avant l'établissement du 
flux sanguin et qui prouvent ainsi la détermination génétique de l'identité des cellules 
endothéliales. Un des couples les plus étudiés est le couple EphrinB2/EphB4. Le récepteur 
EphB4 est spécifiquement exprimé dans les veines, tandis que le ligand EphrinB2 est exprimé 
dans les artères (figure 6). Cette expression différentielle est mise en place avant 
l'établissement du flux sanguin (Wang H. U. 1998) (Gerety S. S. 1999). Ces découvertes 
rompaient le principe de différenciation artère/veine en fonction du flux sanguin, qui fut la 
première hypothèse avancée. Néanmoins, la plasticité des cellules endothéliales, c'est-à-dire le 
changement de phénotype artériel/veineux des cellules endothéliales, montre l'importance du 
flux dans la détermination de la nature artérielle ou veineuse, comme le montre l'acquisition 
progressive du phénotype artériel sur des veines greffées à la place d'artères (Moyon D. 2001) 
(Kwei S. 2004). Le caractère artériel ou veineux des cellules endothéliales semblent donc être 
à la fois dirigé par des facteurs génétiques mais aussi par des facteurs environnementaux 
comme le flux. 
 La fenestration des capillaires, qui régule les échanges d'eau, de solutés et de 
molécules, est également hétérogène dans l'organisme (figure 7). Dans la peau, les poumons 
et le cœur, l'endothélium est continu non fenêtré. L'eau et les solutés passent entre les cellules 
endothéliales, tandis que les grosses molécules passent par transcytose ou par des canaux 
transendothéliaux. Dans les glandes endocrines, les glomérules rénaux et la muqueuse gastro-
intestinale, l'endothélium est continu fenêtré. L'eau et les solutés passent alors plus facilement 
que dans l'endothélium non fenêtré, mais les grosses molécules doivent passer par transcytose 
ou par les canaux. Enfin, dans le foie, l'endothélium est discontinu (sinusoïdal) ce qui permet 
aux grosses molécules de passer facilement au travers des perforations de l'endothélium (Aird 
W. C. 2007b). Notons pour terminer que dans le cerveau l'endothélium est associé à des 
astrocytes, permettant l'établissement de jonctions serrées sur l'endothélium continu, formant 
ainsi la barrière hémato-encéphalique, qui régule fortement l'endocytose et la transcytose 
(Cleaver O. 2003).   
  
 
Figure 8 : Signalisation de la famille du VEGF.  
Le VEGF-A se lie avec une haute affinité (Kd entre 100 et 500 pM) sur les récepteurs 
VEGFR-1 et VEGFR-2. Le VEGF-A ne se lie pas sur VEGFR-3. Le PlGF et le VEGF-B se 
lient uniquement au VEGFR-1. Le VEGFR-3 lie spécifiquement les VEGF-C et VEGF-D. 
NRP : Neuropiline. D'après (Feige J. J. 2009). 
 
 15 
2.3 Les principaux facteurs de l'angiogenèse. 
 
 Je vais reprendre dans cette partie les principaux facteurs de l'angiogenèse déjà 
évoqués dans la partie précédente et les présenter plus en détail. 
 
2.3.1 La famille du VEGF : protéine clé de la phase d'activation 
 
 Le facteur VEGF fut décrit en premier lieu par Senger et collaborateurs en 1983 
comme un facteur de perméabilité vasculaire qu'ils dénommèrent Vascular Permeability 
Factor (VPF) (Senger D. R. 1983). C'est en 1989 que deux équipes de San Francisco 
purifièrent un facteur de croissance endothélial. Plouët purifia un facteur homodimérique 
mitogène des cellules endothéliales à partir d'une lignée de cellules de la glande pituitaire 
(Plouet J. 1989). Ferrara purifia ce même facteur de croissance endothéliale à partir du milieu 
conditionné de cultures primaires de cellules folliculaires d'hypophyse bovine, et l'appella 
VEGF (Ferrara N. 1989). Ferrara publia alors la séquence de ce facteur (Leung D. W. 1989) 
qui se révéla identique à la séquence du VPF (Keck P. J. 1989).  
 La famille du VEGF compte cinq membres. Le VEGF-A est le membre historique et 
le plus important pour son rôle central dans la phase d'activation de l'angiogenèse. Les autres 
membres sont VEGF-B (Olofsson B. 1996), VEGF-C (Joukov V. 1996) (Lee J. 1996), VEGF-
D (Orlandini M. 1996) et le Placenta Growth Factor (PlGF) (Maglione D. 1991).  
 Il y a trois récepteurs à la famille du VEGF. Le premier à avoir été identifié est 
VEGFR-1 (appelé aussi FLT1 pour FMS-like-tyrosine kinase) (de Vries C. 1992). Un 
récepteur homologue a été décrit en 1992 : VEGFR-2 (appelé aussi FLK1 pour Fetal Liver 
Kinase) (Terman B. I. 1992) (Millauer B. 1993) (Quinn T. P. 1993). Enfin VEGFR-3 a été 
décrit par le groupe d'Alitalo (Aprelikova O. 1992). Un épissage alternatif pour VEGFR-1 a 
été décrit dès 1993, donnant un récepteur soluble (Kendall R. L. 1993). Ces récepteurs ont 
tous une activité tyrosine kinase. Neuropiline1 (NRP1) et neuropiline2 (NRP2) sont des co-
récepteurs du VEGF (Neufeld G. 2002).  
 Les différents ligands de la famille du VEGF ne peuvent pas lier tous les récepteurs 
(figure 8). Ainsi, VEGF-A lie VEGFR-1 et VEGFR-2 (de Vries C. 1992) (Terman B. I. 
1992), mais ne lie pas VEGFR-3. Ce dernier est exprimé uniquement dans le compartiment 
  
 
Figure 9 : Contrôle du bourgeonnement par la voie Notch. 
VEGF-A induit l'expression de Dll4. La modification de Notch-1 (N1) par Fringe dans les 
"stalk cells" augmente la signalisation de Dll4, ligand présenté par les "tip cells". La 
signalisation de Dll4 dans les "stalk cells" réprime l'expression de VEGFR-2 et maintient un 
phénotype de "stalk cell". Jagged1 est un antagoniste de Dll4 qui diminue la signalisation de 
la voie Notch et promeut la signalisation du VEGF, ce qui augmente le bourgeonnement 
endothélial et l'angiogenèse. D'après (Benedito R. 2009). 
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lymphatique et lie VEGF-C et VEGF-D et est impliqué dans la lymphangiogenèse (Taipale J. 
1999). VEGF-C est aussi angiogène via VEGFR-2 dans l'embryon murin (Joukov V. 1996). 
 Les cellules sécrètent du VEGF en réponse à une hypoxie (Liu Y. 1995) (Wang G. L. 
1995). Comme déjà présenté précédemment, VEGF-A induit la phase d'activation de 
l'angiogenèse en augmentant la perméabilité des cellules endothéliales (Esser S. 1998) (Kevil 
C. G. 1998) (Kohn S. 1992) (Senger D. R. 1983), en stimulant leur prolifération (Connolly D. 
T. 1989) (Ferrara N. 1989) (Gospodarowicz D. 1989), en inhibant leur apoptose (Gerber H. P. 
1998) et en favorisant leur migration (Dimmeler S. 2000). Cependant, les effets du VEGF-A 
sont dépendants de l'isoforme. En effet, le gène VEGF-A contient huit exons et génère 
plusieurs isoformes qui diffèrent dans leur partie C-terminale. Cette partie C-terminale leur 
confère des affinités différentes pour les héparanes sulfates de la membrane basale ce qui joue 
sur leur distribution dans les tissus (Houck K. A. 1992) (Park J. E. 1993). Plus récemment, de 
nouvelles isoformes ont été décrites, différant dans les six derniers acides aminés de la partie 
C-terminale. Ces isoformes, appelées isoformes b, ont des propriétés anti-angiogéniques. La 
première description de ces isoformes anti-angiogéniques a été faite par l'équipe de S.J. 
Harper (Bates D. O. 2002). Depuis plusieurs isoformes anti-angiogéniques ont été décrites 
(Qiu Y. 2009).  
 
2.3.2 La voie Notch : régulateur majeur du bourgeonnement 
 
 La voie Notch a un rôle primordial dans le contrôle du bourgeonnement vasculaire 
(figure 9). La stimulation par le VEGF-A d'une cellule endothéliale induit le bourgeonnement. 
Afin de limiter le nombre de cellules en bourgeonnement, VEGF-A induit Dll4, ligand 
transmembranaire de la voie Notch. Dll4 lie alors sur les cellules adjacentes son récepteur, 
Notch1 (Hellstrom M. 2007). La liaison de Dll4 sur Notch1 induit le clivage du récepteur par 
une γ-sécrétase (Nichols J. T. 2007). La partie intracellulaire du récepteur, appelé NICD pour 
Notch IntraCellular Domain, conduit alors la signalisation Notch au niveau intracellulaire. 
Cette activation de la voie Notch régule négativement VEGFR-2, rendant les cellules moins 
sensibles au VEGF-A. Dll4 est très exprimé dans les cellules de pointe du bourgeon ("tip 
cells") et une régulation négative de Dll4 augmente le bourgeonnement endothélial (Hellstrom 
M. 2007). Jagged1, autre ligand transmembranaire de Notch1, est très exprimé dans les 
cellules de corps ("stalk cells") et absent des cellules de pointe ("tip cells"). Jagged1 lie 
Notch1 sans induire la signalisation Notch. Fringe est la protéine responsable de l'inactivation 
  
                                                           
Figure 10 : Signalisation d'Ang1 et Ang2 sur Tie2. 
La liaison d'Ang1 sur Tie2 induit la survie des cellules endothéliales, leur quiescence et 
l'établissement de jonctions serrées. La liaison d'Ang2, antagoniste du récepteur, provoque le 
relâchement des jonctions serrées et permet aux cellules de rentrer en prolifération. D'après 
(Feige J. J. 2009). 
 
                                                               
Figure 11 : Signalisation de PDGF-BB. 
Le récepteur PDGF-β est très exprimé par les péricytes et sa signalisation par liaison de 
PDGF-BB, sécrété par les cellules endothéliales, induit la migration et la prolifération de ces 
péricytes. D'après (Feige J. J. 2009). 
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de la voie Notch par liaison de Jagged1 tout en conservant une activation de cette voie lorsque 
Dll4 se lie. Les effets de Jagged1 sont opposés à ceux de Dll4, Jagged1 étant un régulateur 
positif du bourgeonnement endothélial (Benedito R. 2009).   
 
2.3.3 Les angiopoïétines : rôle biphasique de cette famille 
 
 Les angiopoïétines ont un rôle primordial dans la phase d'activation mais aussi dans la 
phase de maturation de l'angiogenèse. Il existe quatre angiopoïétines (Ang1 à 4) et deux 
récepteurs (Tie1 et Tie2) (Gale N. W. 1999). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules 
endothéliales et hématopoïétiques (Sato T. N. 1993).  
 L'activité du récepteur Tie2 est bien caractérisée (figure 10). Le récepteur Tie2 a été 
découvert en 1993 par deux équipes (Runting A. S. 1993) (Sato T. N. 1993). Ang1 a été 
identifié comme agoniste du récepteur Tie2 en 1996 par l'équipe de Yancopoulos (Davis S. 
1996). Ang1 induit l'autophosphorylation de Tie2 qui phosphoryle alors la protéine kinase 
Akt. Cette protéine induit la survie et la quiescence des cellules endothéliales (Fiedler U. 
2006). Lors de l'activation de l'angiogenèse par le VEGF ou suite à une hypoxie, les cellules 
endothéliales sécrètent alors Ang2. L'équipe de Yancopoulos a montré qu'Ang2 est un 
antagoniste du récepteur Tie2 (figure 10). Ainsi, la liaison d'Ang2 sur Tie2 bloque la 
signalisation de Ang1 via Tie2 et induit un relâchement des jonctions intercellulaires 
(Maisonpierre P. C. 1997). Lors de la phase de maturation, l'arrêt de la sécrétion d'Ang2 
permet le rétablissement de la voie Ang1/Tie2 et ainsi le resserrement des jonctions 
intercellulaires et la quiescence de l'endothélium (Thurston G. 2000). 
 
2.3.4 Les PDGFs : acteurs du recouvrement des vaisseaux 
 
 Comme le nom l'indique, le PDGF (pour Platelet Derived Growth Factor) fut 
initialement purifié à partir de plaquettes (Antoniades H. N. 1979). On compte aujourd'hui 
quatre gènes (pdgf-a à d) qui codent pour cette famille de facteur de croissance. Ces facteurs 
sont fonctionnels sous formes dimériques (homo ou hétérodimères) et ont des séquences 
proches de celle du VEGF (Andrae J. 2008). Le dimère PDGF-BB est important dans 
l'angiogenèse puisqu'il est sécrété par les cellules endothéliales et se fixe sur le récepteur 
PDGF-β (un des deux récepteurs au PDGF) que les cellules murales expriment (figure 11). 
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Une signalisation paracrine est ainsi établie. Le PDGF stimule la prolifération des cellules de 
muscle lisse et des péricytes (D'Amore P. A. 1993), et augmente la stabilité de la paroi 
vasculaire en attirant ces cellules murales vers les néovaisseaux et en les accolant (Hellstrom 
M. 1999) (Larsson J. 2001) (Soriano P. 1994) (Lindahl P. 1997). 
 
2.3.5 Famille TGF-β et BMPs : acteurs de la maturation des vaisseaux 
 
 La grande famille du TGF-β possède de nombreux membres dont le TGF-β1 et BMP9. 
Cette famille sera présentée en détails ultérieurement.  
 
2.4 Les principaux facteurs angiostatiques endogènes 
 
 Alors que beaucoup d'efforts ont été développés pour comprendre les mécanismes 
activateurs de l'angiogenèse, les connaissances sur les facteurs angiostatiques endogènes sont 
plus sommaires. Je vais présenter rapidement quelques facteurs. 
 Le premier facteur à avoir été décrit comme angiostatique est la thrombospondine-1 
(TSP-1) (Good D. J. 1990). Cette protéine est complexée au TGF-β1 dans les plaquettes 
(Armstrong L. C. 2003). Par son action sur CD36 et des intégrines, TSP-1 inhibe la migration 
des cellules endothéliales et induit leur apoptose (Lawler J. 1988) (Dawson D. W. 1997) 
(Jimenez B. 2000) (Short S. M. 2005). 
 L'endostatine est la protéine angiostatique la plus étudiée. C'est un fragment du 
collagène de type XVIII (O'Reilly M. S. 1997). Par son interaction avec de nombreuses 
protéines membranaires, dont les intégrines (Rehn M. 2001), l'endostatine réduit la migration 
des cellules endothéliales et interfère avec VEGFR-2 ce qui réduit la prolifération et la survie 
de ces cellules (Kim Y. M. 2002). De plus, l'endostatine active la caspase-9 (Dhanabal M. 
1999) et donc l'apoptose tout en bloquant le cycle cellulaire (Hanai J. 2002). Notons juste que 
l'endostatine régule positivement certains facteurs proangiogéniques comme VEGF-A et 
régule négativement TSP (Abdollahi A. 2004). 
 La tumstatine est un fragment du collagène IV (Hamano Y. 2005). Par son interaction 
avec les intégrines, cette protéine inhibe la migration des cellules endothéliales et induit 
l'apoptose en activant la caspase-3 (Maeshima Y. 2000). 
 
  
                         
 
Figure 12 : Contraste entre la microvascularisation normale et tumorale. 
A gauche, vascularisation du vasa vasorum du sinus carotidien du rat avec une organisation 
classique composée d'artérioles et de veinules séparées par des capillaires. A droite, 
vascularisation d'une tumeur (xénogreffe de tumeur humain sur une souris immunodéprimée). 
La vascularisation est désorganisée, sans hiérarchie et avec des branchements excessifs. 
D'après (McDonald D. M. 2005). 
 
Microvascularisation normale Microvascularisation tumorale 
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 Le facteur plaquettaire 4 est une cytokine qui inhibe la migration des cellules 
endothéliales en bloquant la régulation positive de deux métalloprotéases (MMP-1 et MMP-3) 
par la thrombine (Bikfalvi A. 2004). 
 Enfin, N. Ferrara montra en 1991 qu'un fragment N-terminal de la prolactine humaine 
inhibe la prolifération des cellules endothéliales (Ferrara N. 1991). 
 
2.5 Les pathologies impliquant l'angiogenèse et les traitements possibles 
 
 Après la naissance l'angiogenèse contribue à la croissance des organes, mais à l'âge 
adulte les vaisseaux sanguins restent quiescents et l'angiogenèse n'est présente dans les 
conditions physiologiques que dans le cycle ovarien et dans la grossesse. L'angiogenèse est 
aussi importante dans la réparation des tissus et la cicatrisation lors d'une blessure ou d'une 
ischémie. Cependant, l'angiogenèse est dérégulée dans certaines pathologies avec des cas où 
elle est excessive (comme le cancer, la polyarthrite rhumatoïde ou encore la dégénérescence 
maculaire liée à l'âge (DMLA)), et des cas où elle est insuffisante (comme la pré-éclampsie) 
(Carmeliet P. 2003).  
 
2.5.1 L'angiogenèse tumorale 
 
 L'oxygène diffuse dans les tissus dans un rayon de 100 µm autour d'un capillaire 
(Folkman J. 2000) (Gatenby R. A. 2004). Les cellules tumorales ont donc besoin pour avoir 
un approvisionnement en oxygène ainsi qu'en nutriments et pour éliminer leurs déchets de 
mettre en place un réseau vasculaire. Cette mise en place du réseau vasculaire tumoral suit des 
mécanismes qui miment ceux de l'angiogenèse physiologique (Holash J. 1999). Cependant 
l'analyse fine de cette vascularisation fait apparaître des différences dans la structure des 
vaisseaux tumoraux par rapport à une vascularisation physiologique (figure 12). En effet, les 
vaisseaux tumoraux apparaissent dilatés, tortueux, perméables suite à la fenestration de 
l'endothélium, d'un espace transcellulaire et d'une membrane basale incomplète (Carmeliet P. 
1996). De plus, la couverture en péricytes des vaisseaux tumoraux est faible (Benjamin L. E. 
1999). Les facteurs de l'angiogenèse tumorale sont les mêmes que ceux décrits précédemment 
pour l'angiogenèse physiologique. Ainsi, le VEGF, induit très fortement par l'hypoxie (Wang 
G. L. 1995) (Liu Y. 1995), est sécrété par les cellules tumorales (Senger D. R. 1986)  
  
 
Figure 13 : Différentes stratégies thérapeutiques anti-angiogéniques ciblant la 
signalisation du VEGF.  
D'après (Ferrara N. 2005). 
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(Ferrara N. 1999), et son niveau d'expression dans la tumeur est corrélé avec la densité des 
vaisseaux sanguins tumoraux (Takahashi Y. 1995). Cette vascularisation tumorale est donc 
primordiale pour la croissance de la tumeur mais peu fonctionnelle car déstructurée.  
 
2.5.2 Les thérapies de l'angiogenèse 
 
 Afin de réguler l'angiogenèse dans ces pathologies, il existe des thérapies anti-
angiogéniques pour les maladies à angiogenèse excessive et des thérapies pro-angiogéniques 
pour les maladies à angiogenèse insuffisante. 
 
 Je commencerai par présenter les thérapies anti-angiogéniques. Ces thérapies sont les 
plus développées de part leur implication dans les thérapies anti-cancéreuses. Depuis 
l'hypothèse de Folkman sur la possibilité de gérer la croissance tumorale en bloquant sa 
vascularisation (Folkman J. 1971), la découverte des mécanismes moléculaires de 
l'angiogenèse a permis la mise en lumière de cibles moléculaires de l'angiogenèse et donc la 
mise au point de molécules chimiques et biotechnologiques pour bloquer ces cibles. Une 
revue récente de B. Teicher présente les thérapies anti-angiogéniques approuvées par la FDA 
(Food and Drug Administration) et en essais cliniques (Teicher B. A. 2011).  
 La voie du VEGF est la voie la plus ciblée dans ces thérapies (figure 13). Le premier 
traitement anti-angiogénique approuvé par la FDA fut le bevacizumab (commercialisé sous le 
nom d'Avastin, Genentech Inc.). Il s'agit d'un anticorps monoclonal ciblant le VEGF-A 
humain mis au point par l'équipe de Ferrara chez Genentech (Ferrara N. 2004). Son utilisation 
est aujourd'hui approuvée par la FDA dans les cancers métastatiques du colon et du poumon 
en complément des chimiothérapies conventionnelles. Le bevacizumab est aussi utilisé dans 
les maladies oculaires comme la DMLA, bien que seul le ranibizumab (fragment Fab du 
bevacizumab commercialisé sous le nom de Lucentis, Genentech Inc.) soit approuvé par la 
FDA. Depuis, trois autres thérapies ont été approuvées par la FDA. Il s'agit de trois inhibiteurs 
de l'activité tyrosine kinase du récepteur au VEGF. Ils sont utilisés dans le traitement des 
carcinomes rénaux (Sunitinib de Pfizer et Pazoppanib de GSK) (Motzer R. J. 2007) 
(Sternberg C. N. 2009) (Ainsworth N. L. 2009), des tumeurs du stroma gastrointestinal 
(Sunitinib) (Theou-Anton N. 2009) et dans les carcinomes hépatiques (Sorafenib de Bayer 




Figure 14 : Représentation schématique de l'évolution de la vascularisation tumorale 
lors d'une thérapie anti-angiogénique. 
 Vascularisation normale composée de vaisseaux matures hiérarchisés.  Vascularisation 
tumorale anormale, composée de vaisseaux immatures, perméables, tortueux, dont l'efficacité 
de perfusion est faible et entraine une distribution des thérapies peu efficace.  Thérapies 
anti-angiogéniques induisant une disparition des vaisseaux immatures et aboutissant à un 
réseau plus structuré. La perfusion de la tumeur devient alors plus efficace permettant une 
bonne distribution des thérapies.  But ultime des thérapies anti-angiogéniques, la disparition 
de la vascularisation tumorale qui devient trop faible pour supporter la croissance tumorale. 
La tumeur régresse alors ou entre en dormance. D'après (Jain R. K. 2001). 
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 De multiples essais cliniques sont en cours avec des stratégies diverses (récepteurs 
solubles, anticorps monoclonaux envers d'autres cibles que VEGF, inhibiteurs de récepteurs, 
anticorps monoclonaux dirigés contre des récepteurs,…) (Teicher B. A. 2011).  
 Des résistances aux traitements sont fréquentes. Les inhibiteurs de kinase sont souvent 
inefficaces face à une forme mutée du domaine kinase du récepteur. Lors d'un traitement avec 
ces inhibiteurs, une sélection de cellules exprimant une forme mutée résistante au traitement 
peut se produire, ce qui aboutit à un échappement thérapeutique (Eikesdal H. P. 2009). En ce 
qui concerne le bevacizumab, les résistances pourraient s'expliquer par une augmentation des 
autres facteurs pro-angiogéniques qui compensent alors l'inhibition du VEGF (Kopetz S. 
2010) (Zurita A. J. 2009). 
 L'hypothèse de Folkman (Folkman J. 1971) selon laquelle il serait possible de bloquer 
la croissance tumorale en inhibant l'angiogenèse tumorale est, bien qu'utilisée actuellement 
dans la recherche de nouvelles thérapies anti-cancéreuses, débattue. En effet, une autre 
hypothèse, portée par Rakesh Jain, propose que les traitements anti-angiogéniques 
normalisent la vascularisation des tumeurs (figure 14). Ainsi, les vaisseaux de la tumeur 
deviendraient plus fonctionnels grâce aux traitements anti-angiogéniques, ce qui permettrait 
une meilleure distribution des molécules utilisées dans le cadre des chimiothérapies (Jain R. 
K. 2005).   
 
 Les thérapies pro-angiogéniques sont développées pour rétablir une perfusion optimale 
d'un organe après une blessure, une chirurgie ou lors d'un accident vasculaire.  
 La première stratégie consistait à tester des molécules angiogènes (VEGF-A, VEGF-
C, FGF-1, FGF2 et FGF-4) sur des patients avec une ischémie du myocarde ou d'un membre 
(Simons M. 2005). Les essais avec des protéines recombinantes ou des thérapies géniques 
n'ont cependant pas donné de résultat positif (Lederman R. J. 2002) (Henry T. D. 2003). 
L'utilisation d'un gène clé dans l'établissement de l'angiogenèse comme HIF (Hypoxia-
Inducible Factor) est une perspective en thérapie génique (Heinl-Green A. 2005). 
 Une autre stratégie consiste en la transplantation de cellules angiogènes provenant de 
la moelle osseuse ou du sang. Les cellules sélectionnées étaient soit les monocytes 
périphériques, soit les cellules CD34+ après une stimulation de la moelle osseuse avec du 
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor). La première étude a été 
conduite sur des patients avec une ischémie d'un membre. L'injection intramusculaire de 
cellules mononucléaires autologues a montré une amélioration signification de la perfusion du 
membre (Tateishi-Yuyama E. 2002). Une autre étude montre aussi des résultats positifs sur 
  
 
Figure 15 : Modèles d'angiogenèse in vitro 
A : Modèle de migration avec une chambre de Boyden. Ce système comporte une chambre 
supérieure et une chambre inférieure, séparées par une membrane poreuse, qui peut être 
couverte de protéines matricielles (fibronectine, collagène, etc.) pour faciliter la migration. 
L'agent inhibiteur testé est placé dans la chambre supérieure et un facteur de croissance 
(comme du VEGF) est placé dans la chambre inférieure. Les cellules ayant traversé la 
membrane sont alors comptabilisées. D'après (Bikfalvi A. 2009)  
B : Test de la blessure. Une monocouche confluente de cellules endothéliales est blessée et on 
suit la fermeture de cette blessure par migration des cellules. L'agent à tester est dans le milieu 
de culture. D'après (Wong T. S. 2010). 
C : Formation de structures tubulaires par des cellules endothéliales sur une couche de 
Matrigel  (BD Biosciences). Le facteur à tester est dans le milieu de culture. D'après (Staton 
C. A. 2009).  
D : Formation de tubules avec une lumière (*) par des cellules endothéliales sur une bille 
(MB : Microcarrier Bead) dans un gel de fibrine. D'après (Staton C. A. 2009). 
E : Bourgeonnement de sphéroïdes de cellules endothéliales. D'après (Uriel S. 2006). 
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des patients atteints d'ischémie d'un membre ou coronarienne après transplantation de cellules 
sanguines (Henry T. D. 2003).     
 
2.6 Les modèles d'étude de l'angiogenèse 
 
 Il existe différents modèles de l'angiogenèse permettant soit d'étudier un mécanisme 
précis (prolifération des cellules endothéliales, migration,…) soit d'étudier l'angiogenèse 
globale (implantation de tumeur,…). Je vais présenter dans cette partie les tests d'angiogenèse 
in vitro et in vivo avec leurs avantages et leurs inconvénients. 
 
2.6.1 Modèles d'angiogenèse in vitro 
 
 L'utilisation de cellules endothéliales en culture a permis le développement de modèle 
d'angiogenèse in vitro. Ainsi il est possible de déterminer l'activité pro- ou anti-angiogénique 
d'une molécule en mesurant son action sur la prolifération ou la migration des cellules 
endothéliales par des tests classiques. Deux tests de migration sont couramment utilisés : les 
chambres de Boyden et le test de blessure (Staton C. A. 2004).  
 Les chambres de Boyden sont composées de deux compartiments superposés séparés 
par un filtre (figure 15A). Les cellules sont déposées sur le filtre et la molécule est déposée 
dans le compartiment inférieur. Une molécule qui stimulera la migration des cellules 
endothéliales par chimiotactisme attirera les cellules endothéliales dans le compartiment 
inférieur. Il suffit alors d'effectuer un simple comptage des cellules qui ont traversé le filtre 
(Alessandri G. 1983).  
 Le test de la blessure consiste à faire une "rayure" dans une couche confluente de 
cellules endothéliales en culture (figure 15B). La vitesse de recouvrement de cette rayure est 
alors dépendante de la migration des cellules endothéliales et aussi de la prolifération (Pepper 
M. S. 1990) (Auerbach R. 1991). 
 
 Un test plus spécifique de l'angiogenèse consiste à étudier la formation de structure en 
tubules "capillary-like" des cellules endothéliales en culture sur une couche de Matrigel (une 
matrice membranaire riche en laminine) (figure 15C). Les cellules endothéliales forment 
spontanément des tubules lorsqu'elles sont en culture sur du Matrigel. Une molécule anti-
  
 
Figure 16 : Modèle d'angiogenèse ex vivo : bourgeonnement d'un anneau d'artère 
ombilicale humaine. 
D'après (Staton C. A. 2009). 
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angiogénique déstructurera cette formation ou ralentira cet établissement (Lawley T. J. 1989) 
(Grant D. S. 1992) (Kanzawa S. 1993).  
 La formation de structure capillaire peut être étudiée en trois dimensions. Le premier 
test mis au point consiste à mettre en culture des cellules endothéliales sur des billes 
recouvertes de gélatine (Nehls V. 1995). Les billes sont ensuite déposées dans une matrice de 
fibrine. Les cellules endothéliales à la surface de ces billes vont alors former des bourgeons 
(figure 15D). Le nombre et la structure de ces bourgeons sont affectés par les substances 
contenues dans la fibrine. Le second test consiste à réaliser des sphéroïdes de cellules 
endothéliales dans des puits à fond rond non adhérent (Korff T. 1998). Les sphéroïdes sont 
ensuite déposés dans un gel de collagène ou de méthylcellulose contenant les substances à 
tester. Comme pour le test avec les billes, les sphéroïdes vont bourgeonner et les substances à 
tester peuvent modifier ce bourgeonnement (figure 15E). En faisant des sphéroïdes de cellules 
endothéliales et de cellules de muscle lisse, il devient possible d'obtenir des bourgeons de 
cellules endothéliales recouverts de cellules de muscle lisse et donc d'avoir un modèle 
d'angiogenèse in vitro proche de l'angiogenèse physiologique (Korff T. 2001). 
 
 Même si ces tests in vitro sont faciles et permettent le criblage de molécules, des 
limitations importantes sont à prendre en compte. Ainsi toutes les cellules endothéliales n'ont 
pas le même phénotype. Les cellules issues de gros vaisseaux et de capillaires n'expriment pas 
les mêmes marqueurs/récepteurs et répondent donc différemment aux stimuli. L'organe 
d'origine a aussi une importance (Jackson C. J. 1997). Il est aussi évident qu'une lignée de 
cellule endothéliale ne se comportera pas de manière similaire à des cellules endothéliales 
primaires. De plus, l'effet indirect d'une molécule, par une action sur des cellules non 
endothéliales qui produisent alors un composé actif sur les cellules endothéliales, n'est pas 
possible dans ces tests. Les tests in vivo sont alors indispensables. 
 
2.6.2 Modèle d'angiogenèse ex vivo 
 
 Le modèle de bourgeonnement d'anneaux d'artère est très utilisé. Des segments 
d'artère de rat ou de souris sont mis en culture dans du Matrigel. Ces cultures d'organe 
peuvent alors former un réseau tridimensionnel (figure 16) (Nicosia R. F. 1990). Ce modèle 
présente l'avantage d'utiliser des cellules endothéliales non dégénérées par la culture 
cellulaire, de garder l'interaction entre les cellules endothéliales et les cellules murales et de  
  
 
Figure 17 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 1ère partie. 
A : Modèle de la cornée. Un implant contenant un inducteur de l'angiogenèse (ici du FGF2) et 
la substance à tester est inséré dans la cornée d'une souris. Les vaisseaux sont facilement 
visualisables. D'après (Auerbach R. 2003). 
B : Modèle de la CAM où un disque contenant la substance à tester est déposé sur la 
membrane. D'après (Bikfalvi A. 2009) et (David L. 2008). 
C : Modèle du mésentère du rat.  Extraction de l'intestin grêle entier avec le mésentère.  
Marquage de l'endothélium du mésentère. D'après (Norrby K. 2006) 
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pouvoir tester un nombre de molécules relativement important avec un seul animal. C'est un 
très bon modèle intermédiaire entre les tests in vitro "purs" et les tests in vivo. 
 
2.6.3 Modèles d'angiogenèse in vivo 
 
 Il existe de nombreux tests d'angiogenèse in vivo. Certains permettent l'étude de 
l'angiogenèse physiologique, d'autres de l'angiogenèse tumorale, ou encore permettent de 
tester l'effet d'une molécule sur l'angiogenèse. Je vais présenter les tests classiques d'étude de 
l'angiogenèse. 
 
 Un des tests les plus anciens est le test de la cornée présenté par Folkman et 
collaborateurs en 1974 (Gimbrone M. A., Jr. 1974). Initialement mis au point sur le lapin, ce 
test peut être réalisé sur des souris (Muthukkaruppan V. 1979). Un implant non vascularisé 
contenant une substance pro-angiogénique (VEGF/FGF) est inséré dans une poche créée dans 
le stroma de la cornée. Les substances à tester sont alors données par voie orale, ou 
systémique, ou encore par l'implantation de différents disques contenant ces substances dans 
des micropoches parallèles à la poche contenant l'implant principal dans la même cornée 
(figure 17A). L'avantage principal de ce modèle est la facilité de visualisation des vaisseaux 
grâce à la transparence des tissus. De plus, ce test permet une analyse quantitative de 
l'angiogenèse et l'observation non invasive permet des observations à long terme. Par contre, 
de nombreux désavantages sont à prendre en considération. Ainsi, ce test induit une 
angiogenèse atypique (la cornée étant normalement non vascularisée) ; est techniquement 
difficile, traumatique pour l'animal ; et l'exposition à l'oxygène due au site d'implantation peut 
affecter l'angiogenèse (Norrby K. 2006).  
 
 Un autre test introduit par Folkman en 1974 est la membrane chorioallantoïdienne 
(CAM) du poulet (Auerbach R. 1974) (Ausprunk D. H. 1974) (Ausprunk D. H. 1975). Une 
fenêtre est créée dans la coquille de l'œuf fertilisé d'une poule et un disque contenant la 
substance à tester est déposé sur la CAM exposée (figure 17B). Une alternative consiste à 
appliquer plusieurs disques contenant chacun une substance sur un embryon sans coquille, en 
boîte de Petri (Ribatti D. 1996). Simple et peu coûteux, ce test peut être utilisé pour des 
criblages in vivo et permet une observation non invasive. Par contre, ce modèle est très 
sensible au taux d'oxygène et une inflammation peut se produire ce qui interfère avec 
  
 
Figure 18 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 2ème partie. 
A : Implantation d'un éponge en sous-cutané sur le dos d'une souris. Après des injections de 
FGF2 sur une semaine, un arbre vasculaire est visible dans l'éponge. D'après (David L. 2008). 
B : Angiogramme d'une larve de poisson zèbre de 7 jours après fertilisation. Ce poisson 
exprime la GFP (Green Fluorescent Protein) sous le contrôle d'un promoteur endothélial. 
D'après (Staton C. A. 2004). 
 
 25 
l'angiogenèse induite ou réprimée par les substances à tester. De plus, ce n'est pas un modèle 
sur mammifère, ce qui rend les résultats difficilement extrapolables pour l'homme (Norrby K. 
2006).   
 
 Le modèle du mésentère du rongeur a été présenté en 1986 (Norrby K. 1986). Le 
mésentère de l'intestin grêle du rongeur est extrêmement fin et se présente sous forme de 
fenêtre encadrée par du tissu graisseux portant une veine et une artère (figure 17C). Une 
substance, dont l'effet pro-angiogénique est à tester, est injectée en intra-péritonéal (IP) 2 fois 
par jour pendant 5 jours consécutifs. La solution injectée diffuse alors rapidement dans la 
cavité abdominale. Ainsi, des vaisseaux se développent dans les fenêtres initialement non 
vascularisées. Les avantages de cette méthode sont nombreux, comme la possibilité d'étudier 
l'effet systémique de la molécule, sa toxicité, son métabolisme. De plus, ce modèle est peu 
traumatisant et n'induit pas d'angiogenèse de la cicatrisation. Par contre, la quantification de 
l'angiogenèse dans les fenêtres est difficile (Norrby K. 2006). 
 
 En 1987, Andrade et collaborateurs ont développé un test en implantant une éponge 
contenant la substance d'intérêt sous la peau d'un rat (Andrade S. P. 1987). Ce modèle est 
aussi réalisable sur des souris (figure 18A). Il est alors possible de suivre la vascularisation de 
l'implant en mesurant le flux sanguin (en utilisant un gaz, le xénon : 133Xe). Cette méthode, 
bien que reproductible et pouvant permettre le suivi continue de la vascularisation, présente 
des inconvénients comme une inflammation potentiellement gênante au site d'implantation. 
De plus, le suivi au xénon radioactif rend la manipulation difficile techniquement. Mais 
d'autres méthodes de quantification en expérience terminale existe comme le dosage de 
marqueurs endothéliaux (ex : CD31) ou de l'hémoglobine contenus dans l'éponge (Norrby K. 
2006). 
 Le modèle de l'implant de Matrigel fut développé par Passaniti en 1992 (Passaniti A. 
1992). Ce modèle simple techniquement consiste à injecter sous la peau d'une souris du 
Matrigel contenant une substance ou des cellules à étudier. Après 1 à 3 semaines, l'implant est 
retiré et l'examen histologique permet d'évaluer la vascularisation de ce dernier. La difficulté 
de réaliser un implant identique sur chaque animal a pour conséquence une variabilité 
relativement importante (Norrby K. 2006).  
 
 En 1999, un nouveau test a été décrit avec l'utilisation du poisson zèbre (figure 18B) 
(Serbedzija G. N. 1999). Ce test à la particularité de pouvoir observer l'angiogenèse 
  
 
Figure 19 : Modèles d'angiogenèse in vivo – 3ème partie. 
A : Modèle de la rétine. Marquage à l'isolectine B4 de l'endothélium de la rétine de souris 
C57BL/6 âgée de 1 à 8 jours. La vascularisation se fait du centre de la rétine vers la 
périphérie. D'après (Stahl A. 2010). 
B : Modèle d'implantation de cellules tumorales exprimant la luciférase en sous-cutané. La 
croissance tumorale est suivie par luminescence après injection de luciférine dans l'animal. 
D'après (Planel S. 2010). 
C : Influence du fond génétique de la souris dans les modèles d'angiogenèse in vivo. Un 
implant (P) contenant 10 ou 80 ng de FGF-2 est introduit dans la cornée d'une souris C57BL/6 
ou 129/SvImJ. A faible dose (10 ng), la vascularisation de la cornée est beaucoup plus 
importante dans les souris 129/SvImJ que dans les souris C57BL/6. Cette différence 
s'estompe à 80 ng ce qui prouve que les C57BL/6 peuvent répondre aux stimuli angiogènes 
mais sont moins sensibles que les 129/SvImJ. D'après (Rohan R. M. 2000). 
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physiologique sur un organisme entier, sans stimulation externe. La transparence de 
l'embryon dans les stades d'angiogenèse active permet en effet d'étudier la mise en place du 
réseau vasculaire en continu. Les molécules à étudier doivent simplement être déposées dans 
l'eau de l'aquarium. De plus, des morpholinos permettent de facilement éteindre un gène 
d'intérêt afin d'en étudier sa fonction (Ekker S. C. 2000). La rapidité de croissance de cet 
animal, sa facilité d'élevage, sa grande reproductibilité, sa ressemblance dans son 
développement aux vertébrés supérieurs, la possibilité de modifier aisément l'expression d'un 
gène et sa facilité d'observation font du poisson zèbre un modèle de choix (Norrby K. 2006).    
 
 Un autre modèle d'angiogenèse physiologique sans stimulation externe est 
l'angiogenèse de la rétine de la souris. La rétine de la souris a la particularité de se 
vasculariser lors de la première semaine après la naissance (Connolly S. E. 1988). La 
vascularisation commence par le centre de la rétine, à l'embranchement du nerf optique, et une 
angiogenèse par bourgeonnement permet le développement du réseau vasculaire en une 
semaine vers la périphérie de la rétine (figure 19A). Le plexus primaire alors formé va 
pénétrer dans la rétine pour former un plexus profond. Lors de l'installation du plexus 
primaire, les vaisseaux formés sont très matures au centre de la rétine (les premiers vaisseaux 
formés) et peu en périphérie (les vaisseaux nouvellement formés), ce qui permet l'étude de 
l'angiogenèse dans ces différentes phases avec l'observation d'une seule rétine. La 
différenciation artère/veine est aussi facilement identifiable puisque les artères ont un espace 
non vascularisé autour d'elles, contrairement aux veines. Les cellules de tête (tip cells) sont 
aussi très facilement visualisables à la limite de l'apparition des vaisseaux. En utilisant des 
souris modifiées génétiquement ou en injectant des substances à tester dans les nouveaux-nés, 
il est alors possible d'étudier l'effet de ce gène/cette substance dans un contexte d'angiogenèse 
non provoquée (Gariano R. F. 2005) (Fruttiger M. 2007) (Uemura A. 2006).  
 
 Enfin, les modèles de croissance tumorale, par injection dans des souris de cellules de 
lignées tumorales, permettent l'étude de l'effet de substances anti-angiogéniques dans le 
développement tumoral (figure 19B). Plusieurs paramètres sont à prendre en compte. Ainsi, 
l'utilisation de souris immunodéprimées, qui évite le rejet des cellules cancéreuses par rapport 
à des souris immunocompétentes, ne permet pas d'étudier l'action du système immunitaire. 
L'utilisation de souris immunocompétentes nécessite l'injection de cellules cancéreuses 
syngéniques. L'injection de cellules en sous-cutané, qui permet de suivre la croissance 
tumorale facilement par rapport à une injection orthotopique (plus difficile pour le 
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suivi, sauf en utilisant un appareil d'imagerie, et plus difficile techniquement), est un modèle 
moins relevant puisqu'il ne préserve pas le microenvironnement des cellules, crucial pour 
l'étude de l'angiogenèse. Le mode d'administration des drogues (intraveineuse ou 
intrapéritonéale par rapport à intratumoral) doit aussi être pris en compte. L'angiogenèse est 
alors étudiée par marquage immunohistochimique des vaisseaux sanguins (marquage CD31 
par exemple) (Bibby M. C. 2004).   
 
 Pour terminer cette partie sur les modèles in vivo d'angiogenèse, je tiens à souligner 
l'importance du fond génétique des souris utilisées lors des expériences. En effet, plusieurs 
publications montrent que la sensibilité des souris aux différents stimuli angiogéniques (par 
exemple le VEGF-A, ou FGF2) est dépendante de la souche utilisée (figure 19C). Ainsi, lors 
de l'utilisation du test de la cornée avec une stimulation par un implant contenant 10 ng de 
FGF2, une souris C57BL/6J a une aire de vascularisation de 0,6 mm², contre 1,4 mm² pour les 
BALB/cJ et 2.5 mm² pour les 129/SvImJ (Rohan R. M. 2000). Un lien entre la réponse aux 
stimuli angiogéniques et le nombre de cellules endothéliales circulantes (CEC) et des 
progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) a été mis en évidence. Ainsi 1 µL de sang de 
129/SvImJ contient entre 12 et 32 CECs et 2 à 7 PECs, contre 0 à 3 CECs et 0 à 1 PECs dans 
1 µL de sang de C57BL/6J (Shaked Y. 2005). Il apparait ainsi crucial de bien choisir le fond 

















Figure 20 : Découverte du TGF-β. 
Culture de fibroblastes de rat infectés par le Moloney Sarcoma Virus.  Cellules adhérentes 
sans SGF.  Cellules adhérentes avec SGF.  Cellules en agar mou sans SGF. Aucune 
colonie ne s'est formée.  Cellules en agar mou avec SGF. Des colonies se sont formées. 
D'après (de Larco J. E. 1978). 
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Partie 2 : La signalisation de la famille TGF-β. 
 
1. La famille TGF-β : une famille nombreuse. 
 
 La famille TGF-β comprend une trentaine de facteurs de croissance structurellement 
reliés. Ces membres régulent une multitude de processus cellulaires dont la prolifération 
cellulaire, la différenciation cellulaire, la mobilité, l'adhésion et la mort cellulaire. 
L'expression de ces facteurs est retrouvée dans une grande variabilité d'organismes vivants, 
des drosophiles aux mammifères supérieurs. Je vais présenter dans cette partie les membres 
de cette famille et leurs récepteurs. 
 
1.1 Les ligands de la famille TGF-β 
 
1.1.1 Bref historique 
 
 A la fin des années 1970, les scientifiques ont mis en évidence l'existence de facteurs 
de croissance contrôlant la prolifération des cellules et présents dans le sang, le sérum, les 
fluides interstitiels, et les extraits cellulaires. Robert Holley, prix Nobel de médecine en 1968, 
suggéra que les cellules malignes pouvaient échapper à ce contrôle de la prolifération en 
requérant moins de facteurs de croissance (Holley R. W. 1975). De Larco et Todaro 
publièrent alors qu'une cellule (ici des fibroblastes) infectée par un virus (ici le Moloney 
Sarcoma Virus) produit un facteur qui induit la transformation phénotypique d'une cellule non 
infectée. Ils appelèrent ce facteur "Sarcoma Growth Factor" (SGF) et ils vérifièrent son effet 
transformant en mesurant la capacité des cellules à pousser en agar mou (figure 20) (de Larco 
J. E. 1978).  Sporn et Todaro émirent alors l'hypothèse d'une boucle autocrine dans la 
sécrétion de facteurs de croissance par les cellules cancéreuses, ce qui expliquerait le besoin 
plus faible des cellules cancéreuses en facteurs de croissance exogènes (Sporn M. B. 1980). 
Plusieurs laboratoires pensèrent alors que le SGF pouvait être un facteur autocrine et 
essayèrent de le purifier. Le laboratoire de Sporn fit alors une découverte importante. En effet, 
lorsqu'ils passèrent un extrait contenant du SGF en chromatographie d'exclusion stérique, ils 
  
          
Figure 21 : Modèle expérimental pour tester l'effet de TGF-β sur la cicatrisation. 
Des chambres en acier contenant du TGF-β ou de l'albumine de sérum bovin sont placées sur 
le dos du rat. Les taux de protéine, d'ADN et de collagène contenus dans la chambre 5 à 9 
jours après son implantation étaient largement supérieurs dans celle contenant le TGF-β, 
montrant ainsi un effet positif du TGF-β sur la cicatrisation. D'après (Sporn M. B. 1983). 
 
 29 
se rendirent compte qu'aucune des fractions n'était active dans le test de croissance des 
cellules en agar mou. Par contre, lorsque deux fractions étaient réunies l'activité était alors 
restaurée. Ils montrèrent ainsi que SGF était en fait composé de deux constituants au moins 
(Anzano M. A. 1982). Une des fractions avait un constituant qui induisait quelques colonies 
de fibroblastes en agar mou et liait le récepteur au facteur de croissance de l'épiderme (EGF). 
Ce facteur a été nommé Transforming Growth Factor α (TGF-α). Le second constituant ne 
liait pas le récepteur à l'EGF et n'induisait une croissance des cellules en agar mou qu'en 
présence de TGF-α ou d'EGF. Ce facteur fut alors nommé TGF-β. Afin de mieux caractériser 
ce nouveau facteur, des équipes ont cherché à purifier une grande quantité de TGF-β à partir 
de tissus. Le TGF-β humain fut alors détecté en abondance dans le placenta (Frolik C. A. 
1983) et les plaquettes sanguines (Assoian R. K. 1983). Bien que son nom suggère une 
expression dans les cellules transformées uniquement, cette découverte démontra l'expression 
du TGF-β dans des cellules non transformées. Le premier rôle de TGF-β a été décrit dès 1983 
par Sporn et collègues en évoquant son implication dans la cicatrisation, via une induction de 
la synthèse de collagène et de l'angiogenèse (figure 21) (Sporn M. B. 1983), effets confirmés 
par la suite (Roberts A. B. 1986). L'analyse du TGF-β purifiée à partir de plaquettes montra 
sur gel d'acrylamide une unique bande à 25 kDa en condition non réductrice, et une unique 
bande à 12,5 kDa en condition réductrice, montrant ainsi que le TGF-β actif est un dimère 
dont les unités sont liés par un ou des ponts disulfures (Frolik C. A. 1983) (Assoian R. K. 
1983) (Roberts A. B. 1983). La purification de ce TGF-β et sa commercialisation permirent le 
commencement des études fonctionnelles du TGF-β. Ainsi, l'effet inhibiteur du TGF-β sur la 
croissance de certaines cellules fut décrit dès 1984 (Tucker R. F. 1984b). Les premières 
recherches du récepteur au TGF-β par test de liaison furent publiées la même année (Frolik C. 
A. 1984) (Tucker R. F. 1984a) et la séquence du TGF-β a été connue dès 1985 (Derynck R. 
1985). La forme active du TGF-β est alors apparue comme le dimère de la partie C-terminale 
d'une protéine précurseur bien plus longue. Le caractère multifonctionnel du TGF-β a été mis 
en lumière par les travaux de Roberts. L'équipe montra en effet que TGF-β induit la 
croissance des cellules Myc-1 lorsque du PDGF est présent mais l'inhibe lorsque du EGF est 
présent (Roberts A. B. 1985). Dès lors, l'effet du TGF-β sur les cellules est apparu contexte 
dépendant.  
 
 Ce bref historique présente la découverte du TGF-β1. A la fin des années 1980, 
simultanément à la découverte des isoformes humaines du TGF-β (TGF-β2 et TGF-β3), 
d'autres protéines synthétisées sous forme de précurseur et possédant au moins sept des neuf 
  
 
Figure 22 : Structures des membres de la famille TGF-β. 
A : Représentation schématique du précurseur des membres de la famille TGF-β. Ce 
précurseur comporte un peptide signal de sécrétion, un prodomaine (appelé LAP pour TGF-
β), un site de clivage à la furine et une forme mature.  
B : Structure cristallographique d'un monomère de la forme mature TGF-β2.  Cette 
structure à la forme d'une main gauche.  Gros plan sur le nœud cystéique. Les ponts 
disulfures entre les cystéines 44 – 109 et 48 – 111 forment une boucle dans laquelle passe le 
pont disulfure entre les cystéines 15 et 78. D'après (Schlunegger M. P. 1992). 
C : Structure cristallographique du dimère de forme mature de TGF-β1. La dimérisation se 
fait par un pont disulfure interchaine entre les cystéines 79 (*) des deux monomères. D'après 
(Hinck A. P. 1996). 
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cystéines de la partie C-terminale du TGF-β ont été identifiées. Ces protéines constituent la 
superfamille du TGF-β.  
 
1.1.2 Les membres de la superfamille du TGF-β 
 
 La connaissance des séquences de l'activine, de l'inhibine (Mason A. J. 1985), de 
l'hormone anti-Müllerienne (AMH) (Cate R. L. 1986) et du TGF-β2 (de Martin R. 1987) 
(Madisen L. 1988) ainsi que du TGF-β1 (Derynck R. 1985) a permis de montrer l'existance de 
protéines produites sous la forme d'un précurseur, clivées pour donner une forme active et 
sécrétées sous forme d'un dimère lié par un pont disulfure (figure 22A). Dès lors, l'existence 
d'une superfamille du TGF-β a été fortement suggérée (Massague J. 1987) (Sporn M. B. 
1987). Bien que les séquences de ces protéines présentes parfois peu de similarité, la 
conservation du domaine C-terminal du prodomaine et la conservation de sept au moins des 
neuf cystéines de la partie C-terminale des formes matures est une marque d'appartenance à 
cette superfamille (Massague J. 1987). La structure des membres a montré une particularité : 
la présence d'un nœud cystéique (figure 22B). Ce nœud cystéique est constitué de deux ponts 
disulfures formant une boucle dans lequel passe un troisième pont disulfure (Daopin S. 1992) 
(Schlunegger M. P. 1992). Il existe quatre grandes familles à nœud cystéïque : le NGF 
(Neural Growth Factor), le PDGF, les hormones glycoprotéiques (comme l'hCG pour human 
chorionic gonadotropin) et le TGF-β. 
 Les membres de la famille TGF-β ont une structure globale proche. Les monomères 
ont la forme d'une "main gauche" avec le poignet et les phalanges (figure 22B) (Sebald W. 
2004). Chaque monomère comporte plusieurs feuillets β organisés par le nœud cystéïque. Le 
dimère prend alors la forme d'un "papillon", les deux faces concaves de la "main" étant face à 
face (figure 22C). 
 
 Aujourd'hui, la superfamille du TGF-β comporte 37 membres identifiés chez l'homme, 
bien que le séquençage du génome humain ait identifié 42 cadres de lecture pouvant coder 
pour des ligands de cette superfamille (Lander E. S. 2001). Les membres identifées 
comportent les isoformes du TGF-β, les activines et les inhibines, l'AMH, la famille du 
GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophic Factor), les GDFs (Growth and Differentiation 




Figure 23 : Arbre phylogénétique déraciné des 37 membres de la famille TGF-β chez 
l'homme. 
D'après (Shi M. 2011). 
 
 31 
 La famille des isoformes du TGF-β comporte cinq membres, dont trois chez les 
mammifères. TGF-β1 fut le premier membre de cette superfamille cloné (en 1985 (Derynck 
R. 1985)), puis vient TGF-β2 (de Martin R. 1987) (Madisen L. 1988) et enfin TGF-β3 (ten 
Dijke P. 1988). L'isoforme TGF-β4 fut détecté dans le poulet (Jakowlew S. B. 1988a) 
(Jakowlew S. B. 1988b) et l'isoforme TGF-β5 dans Xenopus laevis (Kondaiah P. 1990), mais 
ces isoformes n'ont pas été trouvées chez les mammifères. Une forme hétérodimérique TGF-
β1/TGF-β2 a été décrite dans les plaquettes porcines (Cheifetz S. 1987).  
 L'idée d'une substance soluble produite par les testicules et agissant sur l'hypophyse 
pour inhiber la sécrétion de gonadotropines a été postulée par McCullagh dès 1932 
(McCullagh D. R. 1932). Il appela cette substance inhibine en rapport à sa fonction. Mais il 
fallut attendre 1985 et les travaux de Ling pour avoir une caractérisation de cette substance. Il 
montra alors que l'inhibine était composée de deux sous-unités différentes liées par un ou des 
ponts disulfures et inhibait la sécrétion de FSH (Follicule Stimulating Hormone) mais pas de 
LH (Luteinizing Hormone) (Ling N. 1985). La même équipe publia la séquence cette année là 
des deux sous-unités (α pour la grande unité et βA ou βB pour les deux petites unités 
existantes) et classa ainsi l'inhibine comme un membre de la superfamille TGF-β (Mason A. J. 
1985). Enfin Ling publia un an plus tard qu'un dimère (homo- ou hétérodimère) des sous-
unités β avait une activité opposée à l'inhibine. Il appela cette substance l'activine (Ling N. 
1986a). 
 L'hormone anti-Müllerienne (AMH) est responsable de la régression des canaux de 
Müller, à l'origine de l'appareil génital femelle, dans les embryons mâles. Son existence a été 
pressentie par Jost dès 1953 (Jost A. 1953). La séquence a été connue en 1986 (Cate R. L. 
1986).  
 Le membre "fondateur" de la famille du GDNF a été caractérisé et séquencé en 1993 
par Lin (Lin L. F. 1993). Il est décrit comme un des membres les plus éloignés de la famille 
TGF-β. Son rôle est principalement dans la survie des neurones dopaminergiques.  
 La dernière sous-famille est celle des BMPs. L'existence de substances stimulant la 
synthèse osseuse fut décrite dès 1965 par Urist (Urist M. R. 1965). Les premières BMPs 
séquencées fûrent BMP1 (qui est en fait un metalloprotéase et qui ne fait pas partie de la 
famille TGF-β), BMP2 et BMP3 (Wozney J. M. 1988). Initialement décrites pour leur rôle 
dans l'induction de l'ossification, ces protéines sont maintenant nommées par le nom plus 
générique de GDF pour Growth and Differentiation Factor. Cette famille compte aujourd'hui 




Figure 24 : Architecture du proTGF-β1. 
Les deux monomères de la forme mature sont en bleu et orange. Les deux parties du 
prodomaine (bras et camisole) sont colorés différemment. Les ponts disulfures intrachaines et 
interchaines sont en jaune. Les flèches rouges représentent les directions des forces exercées 
sur le prodomaine pendant l'activation par les intégrines. Les domaines RGD servent de site 
de liaison aux intégrines. Le lasso du prodomaine entoure les doigts du TGF-β1, site de 
fixation au récepteur de type 2. L'attache du prodomaine lie par liaisons hydrogènes (donc 
liaisons non covalentes) le TGF-β1 mature. Le clivage par la furine (aux sites "furine") entre 
le prodomaine et la forme mature se passe après la formation de la structure tertiaire. D'après 
(Shi M. 2011).  
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 Enfin, d'autres GDFs font partie de la superfamille TGF-β comme GDF8 (appelé aussi 
myostatin pour son rôle d'inhibiteur de la croissance et différenciation des cellules des 
muscles squelettiques). 
 
 La famille TGF-β est retrouvée dans un grand nombre d'organismes comme 
Drosophila melanogaster (sept membres) (Parker L. 2004), Caenorhabditis elegans (quatre 
membres) (Savage-Dunn C. 2001), et Xenopus laevis (quinze membres). Ces organismes plus 
simples que des mammifères ont servi de modèles de choix pour l'étude du fonctionnement de 
la superfamille TGF-β. Les fonctions de ces membres sont très diverses mais fondamentales 
dans le développement et la réparation des tissus. 
 
1.1.3 Synthèse des ligands 
 
   Les ligands de la famille TGF-β comportent quatre domaines : un peptide signal 
responsable de la sécrétion du peptide, un prodomaine, un site de clivage par des protéases de 
type furine, et le domaine mature (figure 22A). Après traduction de ces cytokines sous forme 
d'un propeptide, les ligands sont clivés dans le trans-Golgi par les furines convertases (Gentry 
L. E. 1990) (Dubois C. M. 1995). Le clivage peut aussi avoir lieu après sécrétion de la 
protéine. L'AMH est d'ailleurs principalement clivée après sécrétion (Wilson C. A. 1993). Le 
prodomaine ainsi libéré reste lié au domaine mature par des liaisons non covalentes 
(Lawrence D. A. 1991). Le prodomaine est absolument indispensable pour la bonne 
conformation du ligand (Gray A. M. 1990).  
 
 Le membre le plus étudié pour sa sécrétion est le TGF-β1. Le dimère mature de TGF-
β1 est associé à son prodomaine appelé LAP (Latent Associated Protein) (Gray A. M. 1990). 
Cette forme est totalement inactive. La LAP assure un contrôle de l'activité du TGF-β, de sa 
biodisponibilité par interaction avec des protéines de la matrice extracellulaire ainsi que la 
bonne conformation du ligand. La structure du TGF-β latent (dimère de forme mature + LAP) 
a été réalisée très récemment (Shi M. 2011). Cette structure montre que les deux prodomaines 
forment une sorte de losange (figure 24). A l'extrémité de ce losange, les prodomaines se 
croisent et sont liés par deux ponts disulfures. Chaque prodomaine porte un domaine RGD 
(Arginine-Glycine-Acide aspartique) de liaison à l'intégrine αv. A l'extrémité opposée, les 
prodomaines présentent chacun une cystéine (Cys 4) qui forment un pont disulfure avec une 
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protéine de la famille des LTBPs (Latent TGF-β binding protein). Les ponts disulfures liant la 
LTBP à la LAP se font entre deux cystéines en N-terminal de chaque prodomaine et deux 
cystéines d'une LTBP (ratio prodomaine : LTBP de 2 : 1). Il n'y a pas de liaison covalente 
entre le dimère mature et le LTBP. (Miyazono K. 1988) (Gleizes P. E. 1996, Saharinen J. 
1996). Il existe à ce jour quatre membres de la famille des LTBPs (LTBP 1-4). Le dimère de 
TGF-β mature est emprisonné dans les deux bras du "losange" formés par le prodomaine du 
côté des cystéines des liaisons aux LTBPs (Shi M. 2011). Notons que la dimérisation du 
prodomaine par ponts disulfures n'est pas conservée pour tous les membres de la famille (Shi 
M. 2011). En effet, les séquences des prodomaines sont peu conservées et une absence de 
cystéine dans les feuillets β 7, 8 ou 9 de certains membres (comme BMP9 et BMP10) 
implique une absence de dimérisation du prodomaine. La cocrystallisation des formes clivée 
et non clivée montre que la conformation du prodomaine, de la forme mature et leur 
association n'est pas dépendante du clivage (Shi M. 2011). Le prodomaine maintient TGF-β 
sous une conformation différente de celle du TGF-β libre ou lié aux récepteurs et empêche 
l'accès de TGF-β aux récepteurs.     
 L'activation des formes latentes peut se produire par différents mécanismes. L'exemple 
le plus connu est TGF-β. In vitro, il est possible de dissocier le dimère mature TGF-β des 
prodomaines en chauffant le complexe à 80°C pendant 10 mn, en faisant varier le pH 
(solution acide ou basique), en utilisant des agents chaotropiques ou des détergeants 
(Lawrence D. A. 1985) (Brown P. D. 1990) (Gleizes P. E. 1997). Les radicaux libres 
oxydatifs peuvent aussi activer TGF-β (Barcellos-Hoff M. H. 1996). In vivo, l'acidification 
(pH<3) de l'espace extracellulaire des ostéoclastes peut expliquer l'activation du TGF-β lors 
de la résorption osseuse (Oreffo R. O. 1989). Les radicaux libres oxydatifs seraient aussi à 
l'origine de l'activation du TGF-β consécutive à une irradiation (Barcellos-Hoff M. H. 1994). 
Deux processus enzymatiques peuvent aussi activer TGF-β. Les glycosidases 
(endoglycosidase-F, sialidase, neuraminidase, N-glycanase) activent TGF-β (Miyazono K. 
1989). Le virus de la grippe activerait TGF-β en utilisant une neuraminidase (Schultz-Cherry 
S. 1996). La dégradation protéolytique des prodomaines permet aussi l'activation du TGF-β. 
Les protéases à sérine (plasmine, cathepsine D) clivent le domaine N-terminal des 
prodomaines, activant ainsi TGF-β (Lyons R. M. 1988) (Lyons R. M. 1990). Enfin, 
l'interaction de la LAP avec la thrombospondine-1 ou 2, protéine fortement présente dans les 
plaquettes, active TGF-β (Schultz-Cherry S. 1994) (Souchelnitskiy S. 1995). Une autre 
méthode d'activation est l’exercice d’une force par les intégrines sur la LAP. La liaison des 
intégrines αvβ6 sur les domaines RGD des prodomaines n'est pas suffisante pour libérer
  
 
Figure 25 : Représentation schématique de la structure de proTGF-β1 et du mécanisme 
d'activation. 
SS : pont disulfure. Les flèches rouges indiquent le sens de la traction exercée par les 
intégrines sur les prodomaines. D'après (Shi M. 2011). 
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TGF-β (Annes J. P. 2004) (Wipff P. J. 2008) (Munger J. S. 1999). L'activation du TGF-β par 
les intégrines requiert l'attachement des prodomaines à une LTPB, l'attachement des 
intégrines au cytosquelette et une contraction cellulaire exerçant une force sur les 
prodomaines (Annes J. P. 2004) (Wipff P. J. 2008) (Munger J. S. 1999) (Yoshinaga K. 2008). 
La structure de la LAP associée à TGF-β a confirmé la nécessité d'exercer une force sur les 
LAPs pour libérer TGF-β (figure 25) (Shi M. 2011). En effet, la LTBP ancre une extrémité 
des LAPs fermement dans la membrane extracellulaire. Les intégrines connectent les autres 
extrémités au cytosquelette d'une cellule. La contraction de cette cellule induit une force de 
traction sur les LAPs qui se déforment et libèrent ainsi TGF-β. Le TGF-β libéré peut alors se 
lier à ses récepteurs.            
 
 En ce qui concerne les autres membres de la famille TGF-β, ils sont tous synthétisés 
sous la forme d'un précurseur, dimérisés puis clivés dans l'appareil de Golgi ou dans l'espace 
extracellulaire. L'association des prodomaines avec le dimère de forme mature donne un 
complexe qui n'est pas toujours inactif. Ainsi, GDF8 (la myostatine) (Thies R. S. 2001), 
GDF11 (Ge G. 2005) et BMP10 (Sengle G. 2010) sont inactifs lorsque les prodomaines sont 
présents, similairement à TGF-β. Par contre BMP2 (Israel D. I. 1992), BMP4 (Sopory S. 
2006), BMP5 (Sengle G. 2010), BMP7 (Jones W. K. 1994), BMP9 (Brown M. A. 2005), 
l'AMH (Wilson C. A. 1993), Nodal (Le Good J. A. 2005) et GDF15 (Bauskin A. R. 2000) 
(Fairlie W. D. 2001) sont actifs associés à leur prodomaine. Il est à noter que le prodomaine 
de l'AMH se détache lors de la liaison de l'AMH sur son récepteur de type 2 (di Clemente N. 
2010). Il est possible de penser alors qu'un ligand qui a une affinité pour son prodomaine 
supérieure à celle pour son récepteur est inactif lorsque couplé à son prodomaine, alors qu'un 
ligand qui a une affinité plus forte pour son récepteur que pour son prodomaine sera actif 
même s'il est couplé à ce dernier, le récepteur pouvant "capturer" le ligand.  
 Les prodomaines sont des régulateurs de la stabilité des formes matures des ligands et 
donc de leur demi-vie. Ainsi le prodomaine de nodal confère peu de stabilité à la forme 
mature de nodal, tandis que le prodomaine de BMP4 stabilise fortement la forme mature de 
nodal (Constam D. B. 1999).  
 Une fois synthétisés, les ligands vont agir par liaison sur leurs récepteurs spécifiques. 
 
 Notons que des hétérodimères de BMPs ont été observés in vitro et in vivo (BMP2/5, 
BMP2/6, BMP2/7, BMP4/7). Ces hétérodimères apparaissent plus actifs que leurs respectifs 
homodimères (Little S. C. 2009) (Valera E. 2010) (Carpenter R. S. 2010) (Israel D. I. 1996).  
  
 
Figure 26 : Arbre phylogénétique des récepteurs de la famille TGF-β chez l'homme. 
D'après (Schmierer B. 2007). 
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1.2 Les récepteurs de la famille TGF-β 
 
1.2.1 Bref historique 
 
 Les premières recherches des récepteurs de cette famille ont été faites pour TGF-β1 en 
utilisant du TGF-β1 marqué à l'iode radioactif (125I) (Frolik C. A. 1984) (Tucker R. F. 1984a). 
La découverte des récepteurs commença véritablement avec les travaux de Massagué. En 
effet, il montra l'existence de trois types de récepteurs de poids moléculaires très différents : 
un récepteur de type 1 de 65 kDa environ, un récepteur de type 2 de 85 kDa environ et enfin 
un récepteur de type 3 de très haut poids (> 200 kDa). Il décrit alors le récepteur de type 3 
comme récepteur majoritaire au TGF-β (Massague J. 1985). Cependant, son équipe corrigea 
cette affirmation dès 1986 en montrant que certaines lignées cellulaires peuvent lier le TGF-β 
sans exprimer de récepteur de type 3 (Cheifetz S. 1986). Bien que les premières recherches se 
concentrèrent sur les récepteurs du TGF-β, le premier récepteur cloné fut un récepteur de 
l'activine, appelé maintenant ActR2 (Activin Receptor type 2). La connaissance de la 
séquence d'un récepteur de la famille TGF-β a permis d'émettre l'hypothèse de récepteurs 
transmembranaires à activité sérine/thréonine kinase pour cette famille (Mathews L. S. 1991). 
Les autres récepteurs ont alors été rapidement identifiés par homologie.  
 Ainsi, sept récepteurs de type 1, cinq récepteurs de type 2 et deux récepteurs de type 3 
ont été identifiés chez les mammifères (figure 26). Les récepteurs de type 1 sont nommés 
ALK (Activin receptor-Like Kinase) 1 à 7. Les récepteurs de type 2 sont BMPR2 (BMP 
Receptor type 2), ActR2A et -B (Activin Receptor type 2 A et B), AMHR2 (AMH Receptor 
type 2), TβR2 (TGF-β Receptor type 2). Enfin l'endogline (Eng) et le bétaglycan sont les 
récepteurs de type 3 identifiés. Notons que les récepteurs de la famille du GDNF, famille la 
plus éloignée dans la superfamille du TGF-β, ont une activité tyrosine kinase et 





Figure 27 : Structure cristallographique du domaine kinase d'ALK5. 
La boîte GS (en vert) est le domaine phosphorylé par le TβR2 pour activer ALK5. 
La boucle L45 (en bleu) détermine la spécificité des Smads. 
Le domaine de liaison du phosphate (en bleu clair) permet la liaison de l'ATP. 
Le domaine catalytique (orange) est le siège de la réaction de phosphorylation des substrats. 
Le domaine d'activation (en rose) bloque l'accès au site catalytique en l'absence d'activation 
du récepteur. La boîte GS est structurellement reliée au domaine d'activation par l'hélice αC. 
La boîte NANDOR (en bleu à pois rouges) est un domaine très conservé dans les récepteurs 
de type 1 et dont le rôle est peu connu. 
D'après (Huse M. 1999). 
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1.2.2 Structures des récepteurs 
 
 Les récepteurs de type 1 et 2 ont trois grands domaines : un domaine extracellulaire, 
un domaine membranaire et un domaine kinase intracellulaire. Les récepteurs de type 3 
possèdent eux-aussi un domaine extracellulaire et membranaire, mais ne possèdent pas de 
domaine kinase, leur domaine intracellulaire étant très court. Je présenterai d'abord les 
structures des récepteurs de type 1 et de type 2, puis ensuite les structures des récepteurs de 
type 3. 
 
Les récepteurs de type 1 et de type 2 
 
 Les récepteurs de types 1 et 2 sont des glycoprotéines de 50-60 kDa et 70-80 kDa 
respectivement.  
 Le domaine extracellulaire est du côté N-terminal de la séquence peptidique. La 
séquence signal, qui adresse la protéine à la membrane, est clivée lors de la maturation du 
récepteur. Ce domaine est N-glycosylé, et contient dix cystéines au moins qui déterminent la 
structure de ce domaine. Trois de ces cystéines forment une région caractéristique des 
récepteurs de cette famille appelée "boîte cystéine" et se trouvant près du domaine 
transmembranaire (Wrana J. L. 1994b). 
 Ces récepteurs possèdent une région transmembranaire unique sans particularité 
remarquable. 
 Le domaine intracellulaire peut se décomposer en 3 sous-domaines : la boîte GS, le 
domaine kinase, la queue cytoplasmique (figure 27). 
 La boîte GS est une caractéristique des récepteurs de type 1. Localisée juste avant le 
domaine kinase, c'est un domaine de 30 acides aminés très conservés. Cette région tient son 
nom de la séquence caractéristique qu'il contient (SGSGSG). Cette région contient les sites de 
phosphorylation du récepteur de type 1 par le récepteur de type 2 (Wrana J. L. 1994a).  
 Le domaine kinase a une séquence canonique des serine/thréonine kinases (Mathews 
L. S. 1991). Ainsi, les structures des domaines kinases de ces récepteurs ont révélé la 
présence d'un feuillet β3 impliqué dans la liaison avec l'ATP (Carcamo J. 1994) (Wrana J. L. 
1992) et d'une boucle L45 dans les récepteurs de type 1 qui permet l'interaction avec les 
substrats (Feng X. H. 1997). 
  
 
Figure 28 : Structure du bétaglycan et de l'endogline. 
A : Représentation schématique des récepteurs. D'après (Lopez-Novoa J. M. 2010) et 
(Bernabeu C. 2009). 
B : Structure cristallographique du domaine ZP du bétaglycan. D'après (Lin S. J. 2011). 
C : Modèle prédictif de la structure du domaine extracellulaire de l'endogline à partir d'une 
microscopie électronique.  Monomère "vu de côté".  Organisation des domaines 
extracellulaires du dimère "vus du haut". D'après (Llorca O. 2007). 
D : Séquences des domaines intracellulaires de l'endogline courte et longue. Les différences 





 La queue cytoplasmique en C-terminal du domaine kinase est relativement courte pour 
les récepteurs de type 1 par rapport aux récepteurs de type 2. Cependant, une région très 
conservée entre les différents récepteurs de type 1 apparait primordiale dans le 
fonctionnement de ces récepteurs. Cette région est appelée la boîte NANDOR (pour 
NonActivating Non-DOwn-Regulating). Elle se situe quelques acides aminés avant 
l'extrémité carboxyle du récepteur et comporte onze acides aminés. Cette région apparait 
cruciale pour la régulation d'ALK5, mais n'interviendrait pas dans son activité kinase 
(Garamszegi N. 2001). Son rôle sera développé lors de la description de l'activation des 
récepteurs de type 1 par les récepteurs de type 2.     
 
Les récepteurs de type 3 
 
 Le récepteur de type 3 du TGF-β est le bétaglycan. C'est un protéoglycan, avec un 
long domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique 
très court dépourvu d'activité kinase. Le domaine extracellulaire contient deux sites de 
fixation des glycosaminoglycanes, en plus de site de N- et O-glycosylation (Cheifetz S. 1988). 
Le bétaglycan apparait comme un dimère non covalent (figure 28) (Henis Y. I. 1994). 
 Un autre récepteur de type 3 de la famille a été décrit chez les mammifères, il s'agit de 
l'endogline (ou CD105). Ce récepteur est une glycoprotéine très exprimée à la surface des 
cellules endothéliales (Gougos A. 1990). L'endogline se présente sous une forme dimérique 
(liaison covalente par au moins un pont disulfure) (figure 28). Comme le bétaglycan, 
l'endogline possède un long domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un 
court domaine cytoplasmique sans activité kinase. L'endogline possède des sites de N- et O-
glycosylation, mais ne possède pas de chaîne de glycosaminoglycanes. Le domaine 
extracellulaire de l'endogline présente un domaine RGD d'interaction avec les intégrines 
(domaine non conservé chez la souris, le porc et le rat) (Gougos A. 1990) (Yamashita H. 
1994), un domaine zone pellucide (DZP) de 260 acides aminés (commun avec le bétaglycan) 
(Bork P. 1992), ainsi qu'un domaine orphelin sans homologie de structure connue (Gougos A. 
1990). Le DZP est impliqué dans l'interaction de l'endogline avec les récepteurs au TGF-β en 
absence de celui-ci (Guerrero-Esteo M. 2002). Le domaine intracellulaire possède un motif 
d'interaction PDZ. De multiples sites de phosphorylation (résidus sérine/thréonine) sont 
présents (Koleva R. I. 2006). Je détaillerai les effets de ces phosphorylations lorsque je 
présenterai en détail la signalisation de l'endogline. Il existe deux isoformes d'endogline 
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consécutives à un épissage alternatif : une forme courte (S-endogline pour Short endogline) et 
une forme longue (L-endogline), différentes de 30 acides aminés dans le domaine 
intracellulaire (Bellon T. 1993). La L-endogline est la forme majoritaire, mais le ratio S/L 
entre ces deux formes peut changer, notamment lors du vieillissement des tissus ou lors de la 
sénescence des cellules endothéliales où ce ratio est augmenté (Blanco F. J. 2008).    
 Ces récepteurs modulent la liaison des ligands sur les récepteurs de type 1 et de type 2, 
sans posséder d'activité de transduction du signal propre. Ils sont donc souvent appelés co-
récepteurs. Notons que le bétaglycan peut lier seul les trois isoformes du TGF-β (Lopez-
Casillas F. 1993) alors que l'endogline ne peut lier que TGF-β1 et TGF-β3 en présence de 
TβR2 (Letamendia A. 1998).   
 
2. Activation des voies de la famille TGF-β 
 
 La première étape dans la signalisation des ligands de la famille TGF-β est la liaison 
de ces derniers sur les récepteurs. Viennent ensuite l'intégration et la transduction du signal. Je 
vais donc décrire ces évènements dans cette partie. La plupart des études ont été effectuées 
sur les récepteurs du TGF-β, mais les mécanismes d'activation peuvent être extrapolés aux 
autres récepteurs de la famille, dont ceux des BMPs. 
 
2.1 Liaison du ligand sur les récepteurs 
 
2.1.1 Etat basal des récepteurs 
 
 Les récepteurs de type 1, à l'image d'ALK5 récepteur de type 1 du TGF-β, ne sont pas 
phosphorylés en l'absence de ligand (Wrana J. L. 1994a). Par contre les récepteurs de type 2 
sont phosphorylés. En effet, Wrana et collaborateurs ont montré, en cultivant des cellules 
exprimant le récepteur de type 2 au TGF-β (TβR2) avec du 32PO4, que TβR2 était 
constitutivement actif et s'autophosphorylait (Wrana J. L. 1994a). L'étude des 
phosphorylations de TβR2 a permis de montrer que plusieurs sérines étaient phosphorylées 
avec des conséquences fonctionnelles différentes en fonction des sérines phosphorylées. 
Ainsi, les phosphorylations de la Ser213 (située dans la région proche de la membrane et en 
  
 
Figure 29 : Modes de formation des complexes de récepteurs. 
 Formation du complexe de récepteurs avant la liaison du ligand (PFC).  Formation du 
complexe de récepteurs par fixation du ligand (BISC). D'après (Ehrlich M. 2011). 
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dehors du domaine kinase) et de la Ser409 (située dans la région de reconnaissance du 
substrat) sont indispensables à l'activité kinase du récepteur de type 2. La Ser416 (située aussi 
dans la région de reconnaissance du substrat) peut être phosphorylée à la place de la Ser409, 
entraînant une perte de l'activité kinase de TβR2 (Luo K. 1997). Les auteurs ont utilisé une 
forme chimérique de TβR2, dont le domaine extracellulaire est celui du récepteur à 
l'érythropoïétine et le domaine intracellulaire est celui de TβR2. Ainsi, en l'absence du ligand 
(ici l'érythropoïétine), les récepteurs chimériques ne peuvent pas dimériser. Les auteurs ont 
ainsi montré que la phosphorylation de la Ser213 est intramoléculaire c'est-à-dire qu'un 
récepteur TβR2 phosphoryle sa propre Ser213, alors que les phosphorylations de la Ser409 et 
de la Ser416 apparaissent intermoléculaires, un récepteur TβR2 phosphorylant une des deux 
sérines de l'autre récepteur du dimère (Luo K. 1997). D'autres sites d'autophosphorylation ont 
été trouvés : la Tyr259, la Tyr336, et la Tyr424. Bien que les récepteurs de type 2 ont une 
activité sérine/thréonine kinase, TβR2 s'autophosphoryle sur ces trois tyrosines. La fonction 
des ces phosphorylations est peu claire (Lawler S. 1997).    
 En l'absence de ligand, TβR2 peut former des homodimères (Henis Y. I. 1994). Cette 
formation d'homodimère a été montrée aussi pour le récepteur de type 1 au TGF-β (ALK5) 
(Gilboa L. 1998), mais aussi pour des récepteurs aux BMPs (ALK3, ALK6 et BMPR2) 
(Gilboa L. 2000). Cette dimérisation a lieu dès le réticulum endoplasmique (Gilboa L. 1998).  
 Le groupe de P. Knaus a montré une particularité dans la dimérisation des récepteurs 
des BMPs (ALK3/ALK6 pour les types 1 et BMPR2 pour le type 2). En effet, leurs travaux 
montrent qu'une hétéro-oligomérisation sans ligand du récepteur de type 1 avec le récepteur 
de type 2 est possible et est latente (Gilboa L. 2000). Cette association récepteur de type 
1/récepteur de type 2 a été montrée en très faible quantité pour TGF-β (complexe 
ALK5/TβR2) en l'absence de ligand (figure 29) (Wells R. G. 1999). 
 
2.1.2 Liaison du ligand sur les récepteurs 
 
  La liaison du ligand sur les récepteurs induit la formation d'un hétérotétramère 
composé de deux récepteurs de type 1 et de deux récepteurs de type 2, chaque monomère du 
ligand liant un récepteur de chaque type (Wrana J. L. 1992). En ce qui concerne TGF-β, 
l'affinité pour le récepteur de type 2 est beaucoup plus importante que celle pour le récepteur 
de type 1. Ainsi TGF-β lie d'abord TβR2, et une fois le complexe TGF-β/TβR2 formé ALK5 
est recruté (Wrana J. L. 1992). Il en est de même pour BMP7 (qui lie ActR2A et ActR2B 
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préférentiellement) (Greenwald J. 2003). Néanmoins, certains ligands de la famille ont une 
plus grande affinité pour les récepteurs de type 1 et se lie donc d'abord sur ce récepteur, 
comme BMP2 sur ALK3, BMP4 sur ALK6 (Koenig B. B. 1994) (Knaus P. 2001) ou encore 
BMP9 et BMP10 sur ALK1 (David L. 2007a). 
 
 La liaison des ligands sur les récepteurs apparait différente entre le groupe des TGF-β 
et la famille des BMPs.  
 Concernant les récepteurs du TGF-β, TβR1 (aussi appelé ALK5) et TβR2 apparaissent 
comme des homodimères préformés dans le réticulum endoplasmique. En l'absence de ligand 
il y a peu d'hétérodimère. Cette homodimérisation fait intervenir le domaine cytoplasmique et 
le domaine transmembranaire et l'arrangement dimérique ne semble pas altérer par la liaison 
du ligand (Gilboa L. 1998).  
 Une image différente est observée concernant la dimérisation des récepteurs des BMPs 
qui semble plus flexible et modulable par les ligands. Il existe à la surface des cellules de 
multiples formes de complexes de récepteurs préformés en l'absence de ligand. Certains 
complexes consistent en l'association de récepteurs de type 1 avec des récepteurs de type 2, 
comme BMPR2 avec ALK3 ou ALK6 (Gilboa L. 2000). La sous-population de ces 
complexes dénommés PFC (PreFormed receptor Complexes) implique que le signal induit par 
le ligand soit modulé par un changement de conformation dans les sous-unités. Lors de la 
liaison du ligand, le niveau de complexes de récepteurs hétéromériques, employant donc des 
récepteurs de type 1 et de type 2, augmente significativement. Ainsi, deux modes de 
formation des complexes des récepteurs des BMPs semblent exister : le premier est ligand 
indépendant (PFC), et le second est induit par les BMPs (BISC pour BMP Induced Signaling 
Complexes). Une restriction de l'accessibilité des récepteurs peut être causée par la 
localisation au niveau de la membrane des assemblages de récepteurs. En effet, la 
signalisation par les BISC semble dépendante de l'association des récepteurs avec les radeaux 
lipidiques (ou caveolae), alors que la signalisation par les PFC est indépendante de 
l'association avec les radeaux lipidiques (Hartung A. 2006). 
 Il existe plusieurs modes de liaison des ligands sur les récepteurs. Deux sont d'intérêt 
pour les familles de ligand du TGF-β : le mode séquentiel et le mode coopératif. La liaison est 
dite séquentielle lorsque le ligand lie un site de haute affinité sur un type de récepteur et que 
le complexe formé recrute le second type de récepteur via un site de basse affinité. Le ligand 
ne peut pas alors se fixer sur le récepteur de basse affinité sans le récepteur de haute affinité. 





TGF-β  TβR2 ALK5 TGF-β 
ouvert  
 
Figure 30 : Modes de liaison des ligands de la famille TGF-β. 
A :  BMP2 se lie d'abord sur les récepteurs de type 1 puis les récepteurs de type 2 sont 
recrutés. Aucun changement dans la structure du dimère de BMP2 n'est observé lors de la 
liaison. La liaison est donc séquentielle mais pas coopérative.  TGF-β lie d'abord les 
récepteurs de type 2 au niveau des phalanges. La structure cristallographique du complexe 
révèle un changement dans la structure de TGF-β3 lié aux récepteurs de type 2 avec une 
conformation ouverte. Les récepteurs de type 1 sont alors recrutés et le ligand retrouve sa 
conformation fermée initiale. La liaison est séquentielle et coopérative. D'après (Nickel J. 
2009). 
B : Complexe ternaire de TGF-β3 et BMP2.  TβR2 lie le bout des phalanges de TGF-β3 et 
interagit avec ALK5.  ActR2 lie BMP2 par sa face convexe et n'interagit pas avec ALK3. 
D'après (Groppe J. 2008).   
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récepteurs avec une augmentation de la liaison lorsque les deux récepteurs sont coexprimés 
(Nickel J. 2009). Ces deux modes ne sont pas exclusifs. Concernant les TGF-β1 et 3 ainsi que 
les activines, un site de haute affinité sur le récepteur de type 2 est impliqué dans la liaison. 
Le récepteur de type 1 est alors recruté par le complexe ligand-récepteur de type 2 (figure 
30A) (Zuniga J. E. 2005) (Attisano L. 1996). Ainsi TGF-β1 et 3 et les activines lient leur 
récepteur dans un mode séquentiel. Les changements conformationels induits par le récepteur 
de type 2 et les contacts entre le récepteur de type 1 et le récepteur de type 2 résultent en une 
augmentation de 60 fois de l'affinité de TGF-β3 pour TβR1 en présence de TβR2 (Groppe J. 
2008). Ainsi TGF-β1 et 3 lient aussi leurs récepteurs selon un mode coopératif (figure 30A). 
Pour les BMPs, l'étude de formation des BISC avec BMP2 montre que BMP2 lie avec une 
grande affinité ALK3 ou ALK6, et avec une faible affinité les récepteurs de type 2 (Kirsch T. 
2000a). Cette différence d'affinité s'explique par une cinétique de liaison différente, 
l'association de BMP2 avec les récepteurs de type 1 étant plus stable (dissociation plus 
longue) que la liaison de BMP2 sur les récepteurs de type 2. Par contre les tests de liaison au 
BIAcore montre que l'affinité de liaison de BMP2 pour ActR2B est indépendante de la 
présence du récepteur de type 1. Ceci indique l'absence de contacts favorables 
énergétiquement entre les domaines extracellulaires de deux récepteurs et l'absence de 
changement de conformation induite par le récepteur de type 1 sur l'épitope de liaison du 
récepteur de type 2. Ceci fut vérifié par la réalisation des complexes ternaires (figure 30A) 
(Allendorph G. P. 2006) (Weber D. 2007). De plus, des tests de liaison de radioligands ont 
montré que la liaison de BMP2 sur ALK3 n'est pas augmentée par la cotransfection des 
récepteurs de type 2 (Heinecke K. 2009). Tout ceci prouve que BMP2 lie les récepteurs selon 
le mode séquentiel mais pas coopératif (Nickel J. 2009).  
     Par extension, la liaison des BMPs est considérée comme séquentielle et non 
coopérative, alors que la liaison des TGF-β est séquentielle et coopérative. Notons juste que 
TGF-β2 ne lie ni TβR1, ni TβR2 en l'absence de betaglycan. Mais une fois fixé par le 
betaglycan, TGF-β2 lie avec une grande affinité TβR2 puis recrute ensuite TβR1 comme les 
autres isoformes du TGF-β (Zuniga J. E. 2005). 
 Cette différence du mode de liaison peut être expliquée par des conformations lors des 
associations ligand/récepteurs différentes. La cristallisation des complexes tertiaires a permis 
de mettre en lumière ces différences. En effet, des études de mutagenèse ont montré que, pour 
les BMPs, l'épitope de liaison des récepteurs de type 1 est localisé dans le site concave formé 
par l'hélice α d'un monomère et la partie concave du feuillet β de l'autre monomère (figure 
30B). En reprenant le modèle de la "main gauche", ce site est le "poignet". Le site de liaison 
  
                  
Figure 31 : Modes de liaison des récepteurs de type 2. 
Superposition de monomères de TGF-β et de BMP2 liés à leur récepteur de type 2. Les 
localisations des épitopes de liaison de ces récepteurs sur leur ligand sont très différentes, 
ActR2 liant la face convexe de BMP2 et TβR2 le bout des phalanges de TGF-β. D'après 
(Groppe J. 2008).  
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du récepteur de type 2 est localisé sur le côté convexe des deux doigts, ou "phalanges"(Kirsch 
T. 2000b). Par contre, TβR2 lie le bout des doigts du TGF-β, malgré la conservation des 
résidus constituant les phalanges entre TGF-β et les BMPs (figure 30B et figure 31) (Hart P. J. 
2002). L'épitope de liaison de TβR2 est aussi différent de celui de BMPR2 et ActR2A et B, le 
feuillet β2' de TβR2 s'intercalant entre les doigts du TGF-β alors que les feuillets β 3,4 et 6 de 
ActR2B rentre en interaction avec BMP2 (Allendorph G. P. 2006) (Weber D. 2007) (Hart P. 
J. 2002).  
 En plus des différences de localisation des épitopes, les structures d'activine-A 
(Greenwald J. 2004) (Thompson T. B. 2003) (Harrison C. A. 2004) et de TGF-β3 (Hart P. J. 
2002) libres ou liés au récepteur de type 2 montrent que les dimères des ligands peuvent 
prendre une conformation ouverte une fois liés aux récepteurs de type 2 (figure 30A). Une 
telle conformation n'a jamais été observée pour les BMPs. Le recrutement du récepteur de 
type 1 serait facilité par cette conformation ouverte en augmentant l'accessibilité de l'épitope 
de liaison du récepteur de type 1 sur les ligands et sur le récepteur de type 2. Les ligands 
reprennent une conformation fermée dans le complexe ternaire (figure 30A) (Groppe J. 2008).           
 Pour résumer, les BMPs lient le récepteur de plus haute affinité puis recrute le 
récepteur de plus faible affinité, sans changement de conformation ni interaction entre les 
deux types de récepteur. Le mode de liaison est donc séquentiel mais non coopératif. TGF-β 
et les activines lient les récepteurs de type 2, ce qui entraînent un changement de 
conformation et permet un recrutement des récepteurs de type 1 qui interagissent avec les 
ligands et les récepteurs de type 2. Le mode de liaison est donc séquentiel et coopératif. Les 
sites de liaison des récepteurs de type 2 sont différents entre les TGF-β et les BMPs. Bien que 
le mode de liaison des activines soit équivalent à celui des TGF-β, les épitopes de liaison des 
récepteurs de type 2 des activines sont comparables à ceux sur les BMPs et non sur les TGF-β 
(Nickel J. 2009). 
 
 Ces modes de liaison expliquent la spécificité de liaison des ligands sur certains 
récepteurs. Ainsi, certaines interactions entre un ligand et des récepteurs ont été tranchées par 
les structures des complexes. Par exemple, ALK1 a été décrit comme un récepteur de TGF-β1 
dans un hétérocomplexe de récepteurs de type 1 : ALK1 – ALK5 (Goumans M. J. 2003). 
Cependant, la structure du complexe ternaire du TGF-β et l'analyse des séquences d'ALK1 et 
d'ALK5 dans les zones de liaison au ligand montrent que les interactions responsables de la 
liaison d'ALK1 sont différentes de celles recrutant ALK5. En effet, l'élément principal 
nécessaire à la liaison du récepteur de type 1 sur le complexe TGF-β/TβR2 est une extension 
  
 
Figure 32 : Extension préhélice caractéristique d'ALK5. 
L'extension préhélice (en rouge sur ALK5) lie les longs doigts du monomère bleu de TGF-β3. 




Figure 33 : Comparaison des structures cristallographiques d'ALK5 inactif et actif. 
GS : Boîte GS, H αC : Hélice αC, SR : Segment de Régulation, DC : Domaine Catalytique, 
ATP : Domaine de liaison de l'ATP, flèche : entrée du domaine catalytique. 
 A l'état inactif l'entrée du domaine catalytique est fermée par le SR.  Après 
phosphorylation de la boîte GS, un changement de conformation impliquant la boucle L45 et 
l'hélice αG entraine un déplacement du SR qui ouvre alors le domaine catalytique. L'ATP peut 
se fixer ainsi que les substrats. D'après (Huse M. 1999) et (Huse M. 2001). 
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préhélice (figure 32). Cette extension est absente sur les récepteurs de type 1 des BMPs, 
comme ALK1, ce qui empêche ALK1 de lier TGF-β de manière similaire à ALK5. De plus, 
TGF-β ne possède pas la boucle préhélice des BMPs nécessaire à la liaison des BMPs sur les 
récepteurs de type 1. Ainsi, ALK1 ne peut pas lier TGF-β selon le modèle de liaison des 
BMPs. De ce fait, le modèle de l'hétérocomplexe ALK1/ALK5 liant TGF-β n'est plus 
concevable avec les connaissances actuelles (Groppe J. 2008).  
 Notons enfin que les concentrations effectives à 50 % de la réponse maximale (EC50) 
sont un reflet de la liaison des ligands sur les récepteurs. Ainsi, le fait que BMP2 se lie 
longuement sur son récepteur de type 1 mais brièvement sur son récepteur de type 2 entraîne 
une faible activation du récepteur de type 1 par le récepteur de type 2. Ainsi, l'EC50 des 
actions de BMP2 est relativement élevé (Nickel J. 2009). En effet, l'EC50 des effets de BMP2 
sur plusieurs types cellulaires pour différentes réponses a été mesuré entre 20 ng/mL et  
50 ng/mL (Marrony S. 2003) (Rudkin G. H. 1996) (Willette R. N. 1999). Par contre, TGF-β et 
les activines lient avec une forte affinité le récepteur de type 2 ce qui permet l'activation de 
nombreux récepteurs de type 1, même si l'affinité pour ceux-ci reste assez faible. D'ailleurs, 
les EC50 de ces ligands sont beaucoup plus faibles (Nickel J. 2009), de l'ordre de 2 ng/mL 
pour TGF-β (Rudkin G. H. 1996) et 3.5 ng/mL pour les activines (Ling N. 1986b). L'EC50 de 
BMP9 sur ALK1 a été décrit à 45 pg/mL, ce qui est particulièrement faible (David L. 2007a). 
Un mode de liaison particulier entre BMP9 et ALK1 est alors envisageable et mérite d'être 
étudié.  
  
 La formation de l'hétérotétramère lors de la liaison du ligand permet l'activation du 
récepteur de type 1 et la transduction du signal. 
 
2.1.3 Etat activé des récepteurs 
 
 La formation du complexe induit par le ligand aboutit rapidement à la phosphorylation 
du récepteur de type 1 par le récepteur de type 2, ce qui a été démontré en premier pour TGF-
β (Wrana J. L. 1994a). Les auteurs ont aussi montré les sites de phosphorylation, à savoir les 
sérines et les thréonines de la boîte GS (Thr185, Thr186, Ser187, Ser189, Ser191). La 
phosphorylation du récepteur de type 1 par le récepteur de type 2 entraîne un changement de 
conformation ouvrant le boucle L45 ce qui rend le site catalytique accessible aux substrats 
ainsi qu'à l'ATP (figure 33) (Huse M. 2001). Notons qu'une mutation ponctuelle dans la  
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boîte GS, par exemple T204D pour ALK5, entraîne l'apparition d'une charge négative (l'acide 
aspartique) à la place d'un acide aminé neutre (la tyrosine). Cette charge négative mime la 
phosphorylation du récepteur de type 1 sur sa boîte GS et aboutit à un récepteur 
constitutivement actif, c'est-à-dire dont l'activité ne dépend pas de la présence du ligand ou de 
l'activité kinase du récepteur de type 2 (Wieser R. 1995). La boîte NANDOR, domaine de 
onze acides aminés très conservé dans la partie C-terminale des récepteurs de type 1 apparait 
comme régulatrice de l'activation du récepteur ALK5 par TβR2. En effet, la mutation de 
l'ensemble des acides aminés de ce domaine aboutit à un récepteur non phosphorylable par 
TβR2 (Garamszegi N. 2001).  
 Après l'activation des récepteurs de type 1 par phosphorylation de leur boîte GS par les 
récepteurs de type 2, la transduction du signal peut alors commencer. 
 
2.2 Intégration du signal par endocytose des récepteurs 
 
 Une étape importe dans la transduction du signal est l'endocytose des récepteurs. Les 
récepteurs de la famille TGF-β subissent une endocytose après liaison du ligand et formation 
de l'hétérotétramère. Cette internalisation peut se faire selon deux modes : l'endocytose par les 
puits de clathrine ou l'endocytose par les cavéoles (Di Guglielmo G. M. 2003) (Hartung A. 
2006).  
 
 La clathrine est une protéine cytoplasmique recrutée au niveau de la face interne de la 
membrane cytoplasmique où elle induit la formation de puits d'internalisation, en partenariat 
avec la dynamine. La protéine AP2 (Adaptator Protein 2) lie la clathrine et participe à 
l'endocytose. Les vésicules internalisées perdent alors leur enveloppe de clathrine et 
deviennent des endosomes précoces (Le Roy C. 2005). Un marquage des récepteurs du TGF-
β ou du TGF-β lui-même montre une colocalisation avec EEA1 (Early Endosome Antigen 1), 
un marqueur des endosomes précoces (Di Guglielmo G. M. 2003).       
 Le second type d'endocytose est celui par les radeaux lipidiques, et plus précisément 
par les cavéoles, invagination de la membrane plasmique au niveau d'un radeau lipidique. Ces 
invaginations contiennent des sphingolipides, du cholestérol, et des cavéolines 
(principalement la cavéoline-1). Wrana et collaborateurs ont montré que la cavéoline-1 




Figure 34 : Schématisation simplifiée des modes d'endocytose des récepteurs des BMPs. 
A gauche, les complexes de récepteurs formés par la liaison du ligand (BISC) sont dans les 
radeaux lipidiques et subissent une endocytose par cavéole. A droite, les complexes de 




Figure 35 : Arbre phylogénétique des Smads de la famille TGF-β chez l'homme. 
D'après (Schmierer B. 2007). 
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 Ainsi, deux modes d'endocytose différents permettent l'internalisation des récepteurs 
au TGF-β. Il en va de même pour les récepteurs aux BMPs comme l'a montré le groupe de P. 
Knaus. En effet, ce groupe a découvert une colocalisation et une interaction directe entre 
cavéoline-1 et les récepteurs de BMP2, mais aussi entre Eps15R (une protéine présente dans 
les puits de clathrine) et les récepteurs de BMP2 (Hartung A. 2006). Dans ce même article, les 
auteurs montrent que les hétérotétramères préformés avant la liaison du ligand (PFC) seraient 
présents dans les puits de clathrine, tandis que les hétérotétramères formés lors de la liaison 
du ligand (BISC) seraient dans les radeaux lipidiques (figure 34). 
 
 Le mode d'endocytose des récepteurs a une conséquence directe sur la voie de 
signalisation et la dégradation des récepteurs. Je vais exposer à présent ces voies de 
signalisation.     
 
2.3 Les voies de signalisation 
 
 La voie de signalisation spécifique de la famille TGF-β est la voie Smad. Je vais 
présenter en premier lieu cette voie de signalisation. Les voies moins spécifiques, comme 
celles des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase), seront présentées dans un second 
temps. 
 
2.3.1 La voie de signalisation Smad 
 
   Le membre fondateur de la famille des Smads est le gène Mad (pour Mothers Against 
dpp) de Drosophila (Sekelsky J. J. 1995). Le nom de ce gène a été donné par les auteurs qui 
ont montré que des mutations du gène Mad chez la mère induisaient une perte de l'activité de 
dpp (decapentaplegic) dans l'embryon, un analogue de BMP2 et BMP4 chez la drosophile. 
Trois homologues de Mad ont été trouvés chez C. elegans et dénommés sma (sma2/3/4) car 
des mutations dans ces gènes donnent des corps de petites tailles ("small") (Savage C. 1996). 
Les gènes des mammifères furent ensuite décrits et dénommés Smad (condensé de Sma et 
Mad). Une des premières Smad humaines identifiées fut Smad4, connue alors sous le nom 
DPC4 pour Deleted in Pancreatic Carcinoma locus 4 (Hahn S. A. 1996). Smad1 fut aussi 
rapidement identifiée (Liu F. 1996). Aujourd'hui huit membres de la famille Smad sont 
  
Figure 36 :   Structure des R-Smads 
A :  Représentation schématique des différents domaines de R-Smads.  Structure 
cristallographique du domaine MH1 de Smad3 lié à l'ADN et structure cristallographique du 
domaine MH2 de Smad2 montrant les interactions entre ce domaine et le domaine kinase 
d'ALK5. La boucle L45 d'ALK5 et la boucle L3 du domaine MH2 assurent la spécificité des 
R-Smads phosphorylés par le récepteur de type 1. D'après (Massague J. 2000). 
B : Structure cristallographique du domaine MH2 de Smad2. La séquence SSMS à proximité 
de l'extrémité C-terminale est phosphorylée par ALK5, ce qui active la voie Smad. D'après 
(Wu J. W. 2001) 
C : Structure cristallographique du domaine MH1 de Smad3 lié à l'ADN. D'après (Shi Y. 
1998). 
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identifiés dans les génomes humain et murin (figure 35), quatre chez Drosophila, et trois chez 
C. elegans (Massague J. 1998). En fonction de leur rôle dans la signalisation, les Smads 
humaines sont classées en trois groupes : les R-Smad (Receptor-regulated Smads) qui 
comptent Smad1/2/3/5/8, les Smads inhibitrices : Smad6/7, et un partenaire commun aux 
différentes R-Smads appelé Co-Smad ou Smad4. Je vais dans un premier temps décrire la 
transduction du signal via les R-Smads et Smad4. La régulation de l'activité par les Smads 
inhibitrices sera décrite ultérieurement. 
 
Structure des Smads 
 
 Les Smads se présentent sous la forme de deux domaines globulaires conservés 
(domaines MH1 et MH2 pour Mad-Homology), liés entre eux par une "région lien" ou linker 
(figure 36A). Le domaine MH1 est présent dans les R-Smads et Smad4 uniquement, du côté 
N-terminal. Il contient le domaine de liaison des Smads à l'ADN (figure 36) (Shi Y. 1998). 
Lors de la cristallographie du domaine MH1 de Smad3 en liaison avec de l'ADN, les auteurs 
ont mis en évidence un nouveau mode d'interaction protéine/ADN. En effet, le domaine MH1 
se lie à l'ADN via une boucle β (c'est-à-dire deux feuillets β antiparallèles séparés par une 
boucle de liaison), et non via un mode de liaison plus classique (doigt de zinc, leucine zipper, 
homéodomaine,…) (figure 36B). Cette structure a été affinée quelques années après par Chai 
et collaborateurs. Ils ont alors montré que le domaine MH1 contient un atome de zinc 
fortement lié (Chai J. 2003). Notons que le variant le plus abondant de Smad2 ne peut pas lier 
l'ADN à cause d'une insertion à proximité de la boucle β (Shi Y. 1998) (Yagi K. 1999). A 
l'état basal, le domaine MH1 interagit avec le domaine MH2 (Hata A. 1997), bloquant la 
liaison à l'ADN (Kim J. 1997), et inhibant les effets transcriptionnels de MH2 (Liu F. 1996). 
Enfin, ce domaine porte une séquence d'importation nucléaire, que ce soit pour les R-Smads 
(Xiao Z. 2000a) ou Smad4 (Xiao Z. 2003b). 
 
 Le domaine MH2 est très conservé pour l'ensemble des huit Smads, côté C-terminal. 
Ce domaine permet l'interaction des Smads avec de nombreuses protéines. Les Smads 
peuvent former des oligomères via des interactions par leur domaine MH2 (Lagna G. 1996) 
(Hata A. 1997) (Hata A. 1998) (Wu R. Y. 1997) (Shi Y. 1997). Les R-Smads peuvent 
s'associer aux récepteurs de type 1 (Macias-Silva M. 1996), avec Smad4 après 
phosphorylation (Hata A. 1997), ainsi qu'avec des facteurs de transcription (Liu F. 1997) 
  
 
Figure 37 : Transports des Smads Noyau/Cytoplasme. 
HC : Séquence hydrophobe (Hydrophobic Corridor), NLS : Séquence d'importation nucléaire, 
NES : Séquence d'exportation cytoplasmique, NUP : Pore nucléaire (Nuclear Pore), P : 
Phosphatase. 
La séquence HC permet à Smad2/3 de s'ancrer à SARA. CD44 et Endofine lient Smad1 et 




(Chen X. 1997). Les R-Smads possèdent à l'extrémité C-terminale de ce domaine un motif 
SXS qui est phosphorylé lors de l'activation des Smads (figure 36) (Abdollah S. 1997) 
(Souchelnytskyi S. 1997). Le domaine MH2 joue aussi un rôle dans l'adressage vers le noyau 
des Smads en liant directement des nucléoporines (Xu L. 2002), mais interagit aussi avec des 
protéines qui assurent la rétention cytoplasmique de ces Smads (Wu G. 2000). Je décrirai plus 
tard les mécanismes de transport des Smads entre le noyau et le cytoplasme.  
 
 Le linker, région qui relie les domaines MH1 et MH2, est peu conservé entre les 
Smads. Cette région contient des sites de phosphorylation notamment pour les MAPKs 
(Kretzschmar M. 1999), ainsi qu'un motif PY qui permet des interactions avec les Smurfs 
(Smad Ubiquitin Regulatory Factors), E3 ubiquitine ligase spécifique des Smads (Zhu H. 
1999).   
         
Etat basal des R-Smads et de Smad4 
 
 La distribution ainsi que les complexations des Smads sont très différentes entre l'état 
basal (= non phosphorylé) des R-Smads et l'état activé de ces R-Smads.  
 La localisation subcellulaire des R-Smads à l'état basal est principalement 
cytoplasmique, mais cette distribution est dynamique avec des échanges constants entre le 
noyau et le cytoplasme (Inman G. J. 2002b). Cette distribution est assurée par une exportation 
des R-Smads du noyau vers le cytoplasme plus rapide que l'importation de ces R-Smads du 
cytoplasme vers le noyau (Schmierer B. 2005). Les mécanismes permettant le transport des 
R-Smads au travers de la membrane nucléaire sont nombreux, complexes et pas encore 
totalement élucidés. Les R-Smads les plus étudiées sont Smad2 et Smad3 (les R-Smads de la 
voie du TGF-β). Deux types d'importation des Smad2/3 du cytoplasme vers le noyau ont été 
décrits. Un premier mécanisme fait intervenir l'importine β1 par interaction avec une 
séquence NLS (Nuclear Localising Sequence) présente dans le domaine MH1 (figure 37) 
(Xiao Z. 2000b) (Xiao Z. 2000a). La séquence NLS de Smad2 est inactive dans le transcript 
le plus courant (Reguly T. 2003). Un second mécanisme fait état d'une interaction directe 
entre le domaine MH-2 de Smad2/3 et les nucléoporines situés du côté cytoplasmique 
CAN/Nup214 (figure 37) (Xu L. 2002) (Xu L. 2003). Concernant Smad1, seul le mécanisme 
faisant intervenir l'importine-β1 sur la séquence NLS a été décrit (figure 37) (Xiao Z. 2001). 
Les exportations des R-Smads du noyau vers le cytoplasme font aussi intervenir différents 
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processus. Deux séquences NES (Nuclear Export Sequence) ont été décrites pour Smad1 (une 
sur MH-1 et une sur MH-2). Les deux séquences permettent une exportation dépendante de 
CRM-1 (Chromosome Region Maintenance 1 ou exportine-1) (figure 37) (Xiao Z. 2001) 
(Xiao Z. 2003a). Ces régions NES sont conservés dans les autres R-Smads, mais non 
fonctionnelles chez Smad2/3 (Pierreux C. E. 2000) (Xu L. 2002) (Inman G. J. 2002b) (Chen 
H. B. 2005). Ces dernières peuvent être exportées soit par interaction directe avec la 
nucléoporine du côté nucléaire Nup153 (Xu L. 2002), soit par interaction avec l'exportine-4 
(interaction prouvée pour Smad3 et suspectée pour Smad2) (figure 37) (Kurisaki A. 2006).     
 En l'absence de ligand, Smad4 est distribuée de manière équivalente dans le noyau et 
le cytoplasme (Pierreux C. E. 2000). Cet équilibre est atteint grâce à une vitesse d'exportation 
et d'importation du noyau équivalentes (Schmierer B. 2005). L'importation du cytoplasme 
vers le noyau de Smad4 se produit grâce à l'interaction de l'importine-α1 avec le domaine 
MH1 (séquence NLS) (Xiao Z. 2003b), mais aussi grâce à une interaction directe entre Smad4 
et les nucléoporines CAN/Nup214 (Xu L. 2003). L'exportation du noyau vers le cytoplasme a 
été décrite comme dépendante de CRM-1 qui se lie sur une séquence NES portée par le 
domaine linker (figure 37) (Watanabe M. 2000) (Pierreux C. E. 2000).  
 
 La rétention des R-Smads dans le cytoplasme à l'état basal est en partie due aux 
interactions entre les R-Smads et des partenaires cytoplasmiques.  
 Le partenaire le mieux décrit est la protéine SARA (Smad Anchor for Receptor 
Activation) (Tsukazaki T. 1998). SARA lie le phosphatidyl inositol 3 phosphate (PI3P) de la 
membrane plasmique et des endosomes primaires par son domaine FYVE (domaine 
initialement identifié dans Fab1, YOTB, Vac1, EEA1) et interagit avec le domaine MH-2 de 
Smad2/3. Cette interaction permet de séquestrer les Smad2/3 à la membrane et ainsi de 
rapprocher ces protéines des récepteurs susceptibles de les phosphoryler (figure 37). Une 
autre protéine à domaine FYVE a été décrite comme coopérante avec SARA : il s'agit de HGS 
(Hepatocyte Growth factor-regulated tyrosine kinase Substrate) (Miura S. 2000). Endofine est 
une autre protéine de cette famille à être décrite comme interagissant avec les Smads. 
Cependant son rôle est débattu. Initialement décrite comme liant Smad4 et ALK5 et 
favorisant la réponse au TGF-β via Smad2/3 (Chen Y. G. 2007), elle fut ensuite décrite 
comme interagissant avec la voie des BMPs et non celle du TGF-β (figure 37) (Shi W. 2007). 





Figure 38 : Schématisation des deux voies Smads. 
A : Voie dite du TGF-β avec phosphorylation de Smad2/3. 
B : Voie dite des BMPs avec phosphorylation de Smad1/5/8. 
C : Particularité d'ALK5 capable de phosphoryler fortement les Smads de la voie du TGF-β 
mais aussi de phosphoryler faiblement Smad1. 
D : Particularité d'ALK1 capable de phosphoryler fortement les Smads de la voie des BMPs 
mais aussi de phosphoryler faiblement Smad2. 
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D'autres partenaires cytoplasmiques ont été décrits comme Disabled-2 (Hocevar B. A. 2001), 
Dok-1 (Yamakawa N. 2002), l'axine (Furuhashi M. 2001), l'ELF β-spectrine (Tang Y. 2003). 
Les protéines TRAP1 et TLP interagissent avec les récepteurs et facilitent la formation des 
complexes Smad2 ou Smad3/Smad4 (Wurthner J. U. 2001) (Felici A. 2003). Enfin, CD44, 
une protéine transmembranaire, a été décrite comme pouvant recruter Smad1 à proximité des 
récepteurs (figure 37) (Peterson R. S. 2004). 
 
 Concernant la complexation des Smads à l'état basal, Smad2 a été trouvée sous une 
forme monomèrique uniquement, alors que Smad3 et Smad4 peuvent former des 
homotrimères (Jayaraman L. 2000). Cependant, seuls des monomères peuvent être exportés 
du noyau vers le cytoplasme (Chen H. B. 2005). 
 
Activation des R-Smads par phosphorylation et oligomérisation 
 
  Les R-Smads sont directement phosphorylées sur les deux sérines de leur domaine 
SXS (extrémité C-terminale) par les récepteurs de type 1 activés (figure 36). Deux voies sont 
alors distingables : la voie dite du TGF-β et la voie des BMPs. En effet, les sept récepteurs de 
types 1 ne sont pas capables de phosphoryler les cinq R-Smads (Kretzschmar M. 1997b) 
(Macias-Silva M. 1996). Les récepteurs ALK4 (récepteur de l'activine), ALK5 (appelé aussi 
TβR1, récepteur du TGF-β) et ALK7 (récepteur de nodal) phosphorylent Smad2 et Smad3. 
Par contre les récepteurs des BMPs (ALK1, ALK2, ALK3, ALK6) phosphorylent Smad1, 
Smad5 et Smad8 (également appelée Smad9) (figure 38A-B). La spécificité des substrats 
aboutissant à la division de la voie Smad en deux branches est due à des variations mineures 
dans les séquences d'acides aminés au niveau de la boucle L45 du récepteur de type 1, et dans 
la boucle L3 du motif MH2 des R-Smads (Chen Y. G. 1998). Cependant, deux travaux 
montrent que ALK5 peut phosphoryler les Smads de la voie des BMPs (Liu I. M. 2009) 
(Wrighton K. H. 2009b). TGF-β induit alors une phosphorylation de Smad1, mais de manière 
tardive et transitoire par rapport à la phosphorylation de Smad3 en réponse à TGF-β ou de 
Smad1 en réponse aux BMPs (figure 38C) (Wrighton K. H. 2009b). Inversement, BMP9 peut 
via son récepteur ALK1 phosphoryler Smad2 dans des cellules endothéliales, en plus des 
Smads de la voie des BMPs (Upton P. D. 2009). La phosphorylation de Smad2 par ALK1 est 




Figure 39 : Structure cristallographique de complexes trimériques de Smads. 
A : Complexe de deux P-Smad2 (en bleu et violet) avec Smad4 (en vert). 
B : Complexe de deux P-Smad3 (en bleu et violet) avec Smad4 (en vert). 




phosphorylation de Smad1/5 (figure 38D). L'ensemble de ces travaux montrent néanmoins 
que la séparation des deux voies Smad n'est pas totalement stricte.   
 La phosphorylation de Smad2/3 sur le motif SXS déstabilise l'association de la Smad 
avec SARA, entraînant la libération de la Smad phosphorylée (que je noterai P-Smad) et 
l'exposition de la NLS (Xu L. 2000).  
 Les P-Smads libérées dans le cytoplasme peuvent alors s'oligomériser. La structure de 
P-Smad2 a permis d'expliquer le mécanisme moléculaire de la formation de l'homotrimère 
mais aussi de la liaison R-Smad/Smad4 (Wu J. W. 2001) ; les sérines phosphorylées pouvant 
interagir avec quatre acides aminés du domaine MH2 présents chez Smad2 et Smad4 (figure 
39). La phosphorylation des R-Smads apparait alors indispensable à la formation d'un homo- 
ou d'un hétéro-complexe stable. La stœchiométrie de ces complexes a été débattue. Les 
complexes dont l'activité est la plus forte sont composés de deux P-R-Smads identiques 
couplées à une Smad4 (Chacko B. M. 2001) (Qin B. Y. 2001). Cependant, P-Smad2 peut 
aussi former un homotrimère (Wu J. W. 2001). Le rôle de ces homotrimères est inconnu 
puisque seuls des complexes avec Smad4 sont trouvés au niveau endogène et toutes les 
expériences d'immunoprécipitation de chromatine ont montré la présence de Smad4 couplée 
au P-R-Smad (Massague J. 2005). Il a été aussi suggéré qu'un hétérodimère P-R-Smad/Smad4 
pouvait être actif pour la transcription de certains gènes (Inman G. J. 2002a). Cependant, le 
modèle le plus accepté et le plus soutenu par les cristallographies et les immunoprécipitations 
est celui d'un hétérotrimère P-R-Smad/P-R-Smad/Smad4. Notons juste que deux récentes 
études montrent un effet de P-Smad1/5 sur la maturation des MicroRNA par une interaction 
avec DROSHA (Davis B. N. 2008) (Davis B. N. 2010). Cette action est Smad4 indépendante 
et pourrait donc être réalisée par un homotrimère de P-R-Smad. 
 L'hétérotrimère ainsi formé doit alors transiter vers le noyau afin de pouvoir activer la 
transcription de gènes cibles. Les différents mécanismes de transport des Smads au travers de 
la membrane nucléaire ont déjà été présentés. Je soulignerai juste que l'importation du 
complexe contenant P-Smad2 ou P-Smad3 peut se faire par interaction directe avec les 
nucléoporines (Chen H. B. 2005) ou par l'intermédiaire d'importines (Kurisaki A. 2001), 
comme pour l'état basal des Smads. La vitesse d'importation des hétérotrimères semble 
comparable à la vitesse d'importation des R-Smads (Schmierer B. 2005). Par contre, 
l'exportation n'étant possible qu'à l'état monomérique, l'hétérotrimère ne peut plus sortir du 
noyau ce qui provoque son accumulation dans celui-ci (Chen H. B. 2005).  
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Effet transcriptionnel des Smads. 
 
 L'hétérotrimère peut lier l'ADN via les domaines MH1 des Smads. Cependant, 
l'affinité des Smads pour l'ADN est trop faible pour une action sans partenaire. 
L'hétérotrimère nécessite la présence de cofacteurs pour lier l'ADN avec une forte affinité.  
  
 Le domaine de liaison des Smads sur l'ADN est une boucle β du domaine MH1. Cette 
boucle est commune à l'ensemble des R-Smads et de Smad4 et ne confère donc pas de 
spécificité aux différentes voies des Smads (Shi Y. 1998). Seul le transcript le plus fréquent 
de Smad2, qui possède un insert à proximité de la boucle β, ne peut pas lier l'ADN (Shi Y. 
1998). Le rôle de ce transcript est inconnu puisqu'il non seulement n'inhibe pas la réponse au 
TGF-β mais la transduit. La séquence consensus initiale de liaison des Smads sur l'ADN est : 
5'-GTCTAGAC-3' (Zawel L. 1998). Plus tard, il a été montré que la partie 5'-GTCT-3' ou son 
complémentaire 5'-AGAC-3' était suffisant pour lier les Smads. Ces séquences s'appellent 
SBE pour Smad Binding Element (Shi Y. 1998). La plupart des promoteurs des gènes régulés 
par les Smads contiennent une ou plusieurs SBE. La liaison du domaine MH1 sur l'ADN 
tolère une certaine flexibilité de la séquence, notamment concernant le second nucléotide du 
SBE précédemment cité, puisque ce nucléotide n'intervient pas dans la liaison des Smads (Shi 
Y. 1998). Les R-Smads, et plus particulièrement les Smads de la voie des BMPs, peuvent 
aussi lier des séquences riches en GC (5'-GCCGnCGC-3') (Kim J. 1997) (Xu X. 1998). Ainsi, 
différentes constructions ont été réalisées à partir de ces séquences consensus pour pouvoir 
suivre l'activation d'un des deux voies Smad spécifiquement ou des deux voies Smad. La 
séquence BRE (BMP Responsive Element) est par ailleurs composée de deux séquences SBE 
et d'une séquence riche en GC qui lui confère une spécificité pour la voie des BMPs (Katagiri 
T. 2002) (Lopez-Rovira T. 2002). 
  
 L'hétérotrimère de Smads doit recruter des cofacteurs. Ces cofacteurs permettent de 
réguler la réponse aux Smads sur quatre paramètres. Le premier paramètre est la spécificité 
des gènes cibles. Le complexe P-R-Smads/Smad4/Cofacteurs nécessite les séquences 
appropriées avec une distance et une orientation correctes sur les promoteurs cibles. Sur les 
centaines de promoteurs qui contiennent les SBE, seuls peu auront les séquences nécessaires à 
la liaison du complexe. Le second niveau de régulation est la spécificité des voies Smad. En 
effet, certains cofacteurs peuvent lier les complexes contenant P-Smad1/5/8, tandis que 
  
 
Figure 40 : Interférences entre la voie Smad et d'autres voies de signalisation. 
Dans les cellules épithéliales, la voie Smad induit AP1, facteur de transcription qui s'associe à 
Smad pour induire le gène pai-1. Dans les lymphocytes B, l'immunoglobuline α est induite 
par un complexe Smad/CBFA3, avec CBFA3 elle-même induite par la voie Smad. Dans les 
ostéoblastes Smad1 induit CBFA1 et ensemble ces protéines induisent des gènes 
ostéogéniques. Enfin, dans le développement du Xénope, Smad2 induit Mixer. Xtwn est 
induit par Smad2 en coopération avec Wnt. Smad2, Mixer et Xtwn activent alors le gène 
goosecoide. D'après (Massague J. 2000). 
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d'autres lieront les complexes contenant P-Smad2/3. Ces différences permettent de distinguer 
les réponses de la voie TGF-β de celles de la voie BMP. La spécificité cellulaire est la 
troisième régulation. En fonction des cofacteurs exprimés par la cellule, les réponses à un 
même ligand peuvent varier. Enfin, l'effet transcriptionnel des Smads (activateur ou 
répresseur) est dicté par les cofacteurs. Les cofacteurs peuvent suffire à induire une réponse 
transcriptionnelle après liaison aux Smads, mais dans certains cas des coactivateurs ou des 
corépresseurs supplémentaires sont nécessaires (Massague J. 2005).  
 Ces cofacteurs peuvent être induits ou activés par d'autres voies de signalisation. Par 
exemple, la voie Wnt/β-catenine interagit avec la voie du TGF-β en formant un complexe  
β-caténine/Smad4. Ce complexe induit alors XTwn, gène nécessaire au développement chez 
Xenopus (figure 40) (Nishita M. 2000).  
 
Terminaison de la signalisation Smad 
 
 Inman et collaborateurs ont montré en 2002 que le maintien de l'activité des récepteurs 
dans le temps était nécessaire pour la conservation de l'activité de la voie Smad. Ainsi, en 
traitant des cellules qui expriment ALK5 avec du TGF-β, les auteurs observent une 
phosphorylation de Smad2 dès 10 mn, maximale après 45 mn et qui se maintient pendant 5 h. 
En ajoutant un inhibiteur d'ALK5 (le SB-431542) après 1 h de traitement au TGF-β, la 
phosphorylation de Smad2 n'est plus détectable 30 mn après l'addition de l'inhibiteur. Les 
auteurs concluent donc à une phosphorylation instable des Smads, qui doivent être 
régulièrement (re)phosphorylées par les récepteurs activés. De plus, les auteurs montrent dans 
ce papier que les Smads une fois phosphorylées s'accumulent dans le noyau, mais qu'une 
exportation vers le cytoplasme subsiste (Inman G. J. 2002b). Ainsi, la présence de 
phosphatases nucléaires qui désactiveraient les R-Smads en déphosphorylant leur queue SXS 
est fortement suggérée. Ces phosphatases ont récemment été identifiées, au moins en partie. 
Un premier criblage de serine/thréonine phosphatases a été réalisé en testant l'activité de ces 
enzymes à déphosphoryler Smad2/3. Pratiquement, les expérimentateurs ont coexprimé 
Smad2/3, une forme d'ALK5 constitutivement active, et une des 39 phosphatases testées. Il 
advient alors que PPM1A/PP2Cα, une phosphatase nucléaire, réduit le niveau de P-Smad2/3 
induit par ALK5. Une confirmation par interférence ARN de la forme endogène de cette 
protéase a été réalisée, aboutissant à une phosphorylation de Smad2/3 plus durable dans le 
noyau (Lin X. 2006). Cette même phosphatase a été montrée comme active sur P-Smad1/5/8 
  
 
Figure 41 : Modes d'action des I-Smads. 
La stimulation de la voie Smad induit l'expression des I-Smads. Les I-Smads agissent en 
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(Duan X. 2006). D'autres protéases ont été identifiées comme MTMR4 (myotubularin-related 
protein 4), qui déphosphoryle P-Smad2/3 au niveau des endosomes primaires, inhibant ainsi 
leur translocation nucléaire (Yu J. 2010). Enfin, SCP-1/2/3 (Small C-terminal domain 
Phosphatase, enzyme nucléaire) (Knockaert M. 2006) et PDP (Pyruvate Dehydrogenase 
Phosphatase) (Chen H. B. 2006) ont une activité phosphatase sur P-Smad1.  
 La phosphorylation des récepteurs peut aussi être la cible de phosphatases. Ainsi PP1α 
peut déphosphoryler ALK5 via l'intervation de la Smad inhibitrice Smad7 (Shi W. 2004). Les 
récepteurs de type 1 de la voie des BMPs sont aussi sensibles à des phosphatases, comme 
Dullard (Satow R. 2006). Les auteurs montrent que Dullard induit la dégradation des 
récepteurs de type 1 et de type 2, après déphosphorylation, par le protéasome.       
 
 Les Smads inhibitrices (I-Smads) permettent aussi l'arrêt de la signalisation (figure 
41). Elles sont au nombre de deux : Smad6 et Smad7. Smad6 cible préférentiellement la voie 
BMP (Smad1/5/8) (Imamura T. 1997) (Hata A. 1998), tandis que Smad7 agit sur les deux 
voies (BMP et TGF-β) (Hayashi H. 1997) (Nakao A. 1997). Les I-Smads ont plusieurs 
mécanismes d'action. Au niveau basal, les I-Smads sont nucléaires. Une stimulation au TGF-β 
entraîne une exportation de Smad7 vers le cytoplasme et la membrane plasmique (Itoh S. 
1998). Cette exportation est due à la liaison de Smad7 avec Smurf2, une E3 ubiquitine ligase 
(Kavsak P. 2000). Un complexe similaire Smad6/7 - Smurf1 est aussi formé dans le noyau. 
Les complexes Smurf - Smad7 peuvent alors cibler les récepteurs activés et entraîner 
l'ubiquitinylation des récepteurs et de Smad7, aboutissant à une dégradation par le protéasome 
ou les lysosomes (Kavsak P. 2000) (Suzuki C. 2002) (Tajima Y. 2003). Les complexes avec 
Smurf1 ciblent les récepteurs de la voie BMP (Murakami G. 2003). Notons aussi que Smurf1 
et 2 liées à Smad7 peuvent induire la dégradation de Smad4 (Moren A. 2005). Smurf1 cible 
aussi Smad1/5 (Zhu H. 1999) et Smurf2 cible Smad1/5/2 (Lin X. 2000). Les I-Smads peuvent 
aussi agir en entrant en compétition avec les R-Smads, soit au niveau des récepteurs, soit pour 
la liaison avec Smad4. Ainsi P-Smad1 peut former un complexe avec Smad6 à la place de 
Smad4, aboutissant à un complexe inactif (Hata A. 1998). Smad7 lie par son domaine MH2 
les récepteurs de type 1 activé et empêche ainsi l'activation des R-Smads (Hayashi H. 1997) 
(Nakao A. 1997). Notons que l'expression de Smad7 est induite par TGF-β, l'activine et les 
BMPs (Nakao A. 1997) (Ishisaki A. 1998) (Benchabane H. 2003) et celle de Smad6 par les 
BMPs (Afrakhte M. 1998) (Ishida W. 2000), ce qui montre bien le rôle des I-Smads dans la 




Figure 42 : Sites de phosphorylation des Smads. 
SCP : Small C-terminal Domain Phosphatases, phosphatases qui déphosphorylent certains 




Régulateurs de la voie Smad 
 
 Plusieurs modifications post-traductionnelles des Smads régulent l'activité de ces 
dernières. 
 
 Je vais commencer par présenter les phosphorylations régulatrices de l'activité des 
Smads. En plus du site de phosphorylation du domaine MH2 des Smads par les récepteurs de 
type 1, les Smads peuvent être phosphorylées sur d'autres sites dans la région "linker" (figure 
42). Ainsi, Erk-1 et Erk-2 phosphorylent Smad1/2/3 dans la région "linker" ce qui diminue 
l'accumulation nucléaire de ces Smads et donc leur activité (Kretzschmar M. 1997a) 
(Kretzschmar M. 1999). Cependant, la phosphorylation de ces Smads par Erk a été décrite 
comme augmentant l'activité transcriptionnelle par d'autres études (Hayashida T. 2003). 
Smad3 peut aussi être phosphorylée par les CDK (Cyclin-Dependant Kinase) (Matsuura I. 
2004), ou encore Smad2 par les CamK2 (Ca2+ and calModulin-dependant Kinase 2) (Wicks S. 
J. 2000). Ces phosphorylations diminuent l'activité des Smads. Les séquences de la région 
"linker" étant peu conservées entre les R-Smads, les phosphorylations de ces régions par les 
différentes voies de signalisation peuvent permettre de moduler finement les voies Smad 
individuellement. La protéine GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β) phosphoryle la région 
"linker" de Smad1 et Smad3, ce qui induit leur complexation avec Smurf1 et leur dégradation 
(Sapkota G. 2007) (Fuentealba L. C. 2007) (Guo X. 2008). 
 
 Une autre modification post-traductionnelle altère la réponse des Smads : la 
sumoylation. Cette modification est proche de l'ubiquitinylation, avec l'ajout d'un groupement 
SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier protein) et n'a été décrite que pour Smad4. La E3 
SUMO ligase PIAS sumoyle Smad4 sur la lysine 159, et dans une moindre mesure sur la 
lysine 113 (Lee P. S. 2003). Cette sumoylation est augmentée par la voie p38 MAPK en 
réponse au TGF-β (Ohshima T. 2003). Le rôle de cette sumoylation est peu clair. En effet, des 
expériences de mutagenèse tendent à montrer une augmentation de la stabilité de Smad4 lors 
de la mutation des sites de sumoylation. Etant donné que ces sites peuvent aussi être 
ubiquitinylés et donc servir à la dégradation de Smad4, il est impossible de conclure à un effet 
de la sumoylation seule sur Smad4. L'activité transcriptionnelle de Smad4 sumoylée est aussi 
débattue, certains groupes montrant une augmentation de la localisation nucléaire et de son 
activité transcriptionnelle pour Smad4 sumoylée (Lin X. 2003), alors que d'autres groupes ont 
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montré une augmentation de l'activité transcriptionnelle pour les Smad4 mutées sur les sites 
de sumoylation (Long J. 2004). 
 L'ubiquitinylation des Smads par les Smurfs a été présentée dans la partie précédente. 
Je voudrais juste rajouter que d'autres E3 ubiquitine ligases permettent l'ubiquitinylation des 
Smads, comme CHIP (C-terminus of Hsc70 Interacting Protein) qui permet la dégradation de 
Smad3 (Xin H. 2005) ou encore Tiul1/WWP1 pour Smad2 (Seo S. R. 2004) (Komuro A. 
2004). 
 
 Enfin, l'acétylation des Smads modifie leur activité ainsi que leur ubiquitinylation. 
Smad7 peut-être acétylée par p300, une protéine nucléaire, sur deux résidus lysine (K60 et 
K70), résidus ubiquitinylables. Cette acétylation empêche Smurf d'ubiquitinyler Smad7. 
Smad7 acétylée est retenue dans le noyau (Gronroos E. 2002). SIRT1 déacétyle Smad7, ce 
qui entraîne son exportation vers le cytoplasme et permet aussi son ubiquitinylation (Kume S. 
2007). CBP (CREB Binding Protein) et p300 acétylent Smad2/3 avec des conséquences sur 
l'activité de ces Smads (Inoue Y. 2007).      
  
2.3.2 Les voies de signalisation Smad-indépendantes 
 
 La signalisation des membres de la famille du TGF-β est supportée par une multitude 
de signaux intracellulaires en plus de la voie Smad. Ces voies non canoniques, Smad-
indépendantes, sont activées directement par les récepteurs liant un ligand et modulent les 
réponses cellulaires. Ces voies incluent les voies des MAPKs, des protéines GTPases, ou 
encore la voie PI3K/Akt.  
 
Les voies des MAP kinases 
 
 La voie des MAPKs est une cascade de trois protéines kinases partant d'une MAP 
kinase kinase kinase (ou MAPKKK ou MAP3K), qui active une MAP kinase kinase 
(MAPKK), activant à son tour une MAP kinase (MAPK). Ces protéines kinases interviennent 
dans de nombreux processus biologiques et sont activées par de multiples stimuli. Il existe 
trois sous-familles de MAPK : Erk (Extracellular-signal-Regulated Kinases), JNK (c-Jun N-
terminal kinases) et p38. 
  
 
Figure 43 : Activation des voies Smad-indépendantes par TGF-β – 1ère partie 
Activation des MAP kinases par le TGF-β. 
A : Activation de la voie Erk par TGF-β. TGF-β peut induire la phosphorylation de Shc par 
ALK5 sur des résidus tyrosines. Shc phosphorylée recrute alors Grb2/Sos et active la voie Erk 
par l'intermédiaire de Ras, Raf et de la cascade de MAP kinases qui s'en suit. Erk peut inhiber 
la voie Smad en phosphorylant la "région lien" des R-Smads, et peut réguler l'expression de 
gènes impliqués dans l'EMT par l'intermédiaire de facteurs de transcription en aval de Erk.  
B : Activation de la voie JNK/p38 par TGF-β. ALK5 interagit avec TRAF-6 qui subit alors 
une Lys-63 ubiquitinylation. TRAF-6 ainsi activée recrute TAK1, ainsi que TAB1 et 2 
(TAK1 Binding protein). Ce complexe active alors les voies JNK et p38. Ces voies régulent 
l'apoptose et l'EMT. JNK peut aussi réguler la voie Smad en phosphorylant les R-Smads. 














 La première preuve d'une activation de la voie MAPK par TGF-β a été l'observation 
de l'activation rapide de Ras dans des cellules épithéliales du rat (Mulder K. M. 1992) (Yan Z. 
1994). Ras est une petite protéine G membranaire qui active Raf, une autre protéine G 
cytoplasmique activatrice des MAP3Ks (figure 43A). L'activation de Erk par TGF-β fut alors 
confirmée dans plusieurs types de cellule (Hartsough M. T. 1995) (Frey R. S. 1997b) (Mucsi 
I. 1996). L'activation de Ras ne se fait pas directement par ALK5 mais par l'intermédiaire d'un 
complexe ShcA/Grb2/Sos. ShcA est directement activée par ALK5 par phosphorylation sur 
des résidus sérine et tyrosine (bien que ALK5 soit principalement une sérine/thréonine kinase) 
(Lee M. K. 2007). Cette voie Erk est impliquée dans la transition épithélial-mésenchymateuse 
(EMT) induite par TGF-β (Thiery J. P. 2003) (Lee J. M. 2006). Notons enfin que Erk peut 
phosphoryler les Smads sur la région "linker", inhibant ainsi leur activité transcriptionnelle 
(figure 42) (Kretzschmar M. 1999). 
 TGF-β peut aussi activer les voies JNK (Frey R. S. 1997a) (Engel M. E. 1999) 
(Hocevar B. A. 1999) et p38 (Hanafusa H. 1999) (Sano Y. 1999) (Bhowmick N. A. 2001b) 
(Yu L. 2002) via la MAP3K TAK-1 (TGF-β-Activated Kinase 1) (Yamaguchi K. 1995). 
ALK5 active TAK-1 via TRAF-6 (TNF Receptor Associated Factors-6) (figure 43B) 
(Sorrentino A. 2008) (Yamashita M. 2008). TRAF6 est une E3 ubiquitine ligase capable de 
lier ALK5 et ALK6 (Sorrentino A. 2008). Lorsque TGF-β ou des BMPs lient ALK5 ou 
ALK6, la formation du complexe de récepteurs permet la dimérisation de TRAF6 qui 
s'ubiquitinyle alors, ce qui l'active (Sorrentino A. 2008) (Yamashita M. 2008). TRAF6 activée 
ubiquitinyle à son tour TAK1 (Sorrentino A. 2008) (Yamashita M. 2008). L'ubiquitinylation 
de TRAF6 et TAK1 est une Lys-63 ubiquitinylation (Sorrentino A. 2008) (Yamashita M. 
2008) qui n'induit pas la dégradation de la protéine, contrairement à une Lys-48 
ubiquitinylation, mais intervient dans l'interaction des protéines (Haglund K. 2005). TAK1 
ubiquitinylée devient active et s'autophosphoryle puis phosphoryle MKK4 et MKK3/6 
activateurs respectivement de JNK et p38 (figure 43B) (Zhang Y. E. 2009). La nécessité de 
l'activité kinase d'ALK5 pour l'activation de TRAF6/TAK1 n'est pas clairement définie, 
puisque deux travaux de 2008 aboutissent à deux résultats opposés, l'un mettant en avant la 
nécessité de l'activité kinase d'ALK5 pour l'activation de TRAF6 (Yamashita M. 2008), l'autre 
concluant à son inutilité (Sorrentino A. 2008). Les deux équipes ayant réalisé des expériences 
très similaires dans les mêmes cellules (HEK293), il est très difficile de les départager. Les 




Figure 44 : Activation des voies Smad-indépendantes par TGF-β – 2ème partie. 
A : Activation des voies des petites protéines G par le TGF-β. ALK5 peut activer RhoA de 
manière dépendante et indépendante des Smads. RhoA induit les fibres de stress d'actine 
pendant l'EMT. TGF-β peut dissoudre les jonctions serrées en recrutant Cdc42 au niveau des 
complexes de récepteurs et en induisant la dégradation de RhoA via Par6/Smurf1. 
B : Activation de la voie PI3K/Akt par TGF-β. L'activation de la PI3K par ALK5 active la 
cascade Akt/mTOR/S6K. Cette voie est impliquée dans l'EMT. A noter que TGF-β peut 
inhiber S6K via PP2A mais que S6K peut inhiber la voie Smad3 en séquestrant Smad3 dans 
le cytoplasme et en inhibant FoxO, facteur de transcription qui interagit avec la voie Smad. 
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Les petites protéines G de type Rho 
 
 Les protéines GTPases comme RhoA, Rac et Cdc42 jouent un rôle dans le contrôle 
dynamique du cytosquelette, la mobilité cellulaire et l'expression de gènes.  
 TGF-β active rapidement RhoA, ce qui induit la formation de fibres de stress et l'EMT 
(figure 44A) (Bhowmick N. A. 2001a) (Edlund S. 2002). Cependant, TGF-β induit aussi une 
régulation négative de RhoA au niveau des jonctions serrées des cellules épithéliales 
polarisées. Par-6, une protéine échafaudage présente dans ces cellules, interagit avec ALK5 au 
niveau des jonctions serrées. Lors de la stimulation par TGF-β, ALK5 phosphoryle Par-6 qui 
recrute alors Smurf1. Le complexe Par-6/Smurf1 ubiquitinyle RhoA (figure 44A). La 
dégradation de RhoA induit la dissolution des jonctions serrées, et donc l'EMT (Ozdamar B. 
2005) (Gao L. 2002). TGF-β a donc un effet double sur RhoA.  
 TGF-β peut aussi activer Cdc42 GTPase qui agit sur les jonctions serrées par une 
action sur l'occludine (Barrios-Rodiles M. 2005).  
 Concernant la signalisation des BMPs, LIM kinase-1 (LIMK-1) est liée par BMPR2 et 
est activée par la voie des BMPs. Cette activation requiert Cdc42 et induit un changement 
dans le cytosquelette (Foletta V. C. 2003) (Lee-Hoeflich S. T. 2004). 
 
La voie PI3K/Akt 
 
 La PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-phosphate Kinase) est capable de phosphoryler le 
PIP2 (Phosphatidyl Inositol biPhosphate) en PIP3. PDK-1 (Phosphoinositide Dependent 
Kinase-1), qui lie PIP3, peut alors phosphoryler Akt (qui lie aussi PIP3), qui devient alors 
active. 
 TGF-β induit une rapide phosphorylation d'Akt, indépendante de Smad2/3 (figure 
44B) (Wilkes M. C. 2005). TβR2 lie p85, l'unité régulatrice de PI3K, qui est activée lors de la 
stimulation de TGF-β (Yi J. Y. 2005). Cependant, TGF-β régule négativement la voie 
PI3K/AKT par l'expression SMAD-dépendante de SHIP, une lipide phosphatase qui 
déphosphoryle le PIP3 en PIP2 (Valderrama-Carvajal H. 2002). L'induction de la voie Akt par 
TGF-β est donc transitoire. D'un autre côté Akt activée lie Smad3 et empêche son importation 
dans le noyau, inhibant ainsi la voie Smad (Conery A. R. 2004) (Remy I. 2004). De plus, Akt 
phophoryle FoxO, un facteur de transcription indispensable à l'inhibiton de la prolifération par 
  
 
Figure 45 : Déterminisme des voies de signalisation. 
A : Les complexes de récepteurs des BMPs formés avant la liaison du ligand (PFC) sont 
endocytés par puits de clathrine et signalisent par la voie Smad. Les complexes de récepteurs 
des BMPs formés après la liaison du ligand sont dans les radeaux lipidiques et sont endocytés 
par cavéole et signalisent par les voies indépendantes des Smads. 
B : Les récepteurs du TGF-β endocytés par puits de clathrine signalisent par la voie Smad. 
Les récepteurs du TGF-β endocytés par cavéoline sont destinés à être dégradés ou signalisent 
par la voie PI3K/Akt. 
D'après (Di Guglielmo G. M. 2003). 
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TGF-β (inhibition Smad-dépendante). FoxO phosphorylée perd sa localisation nucléaire et ne 
peut plus induire la transcription des gènes d'arrêt du cycle cellulaire avec P-Smad2/3 (Seoane 
J. 2004) (Gomis R. R. 2006). Enfin, la voie mTor (Mammalian Target Of Rapamycin), qui est 
activée par Akt, est impliquée dans l'EMT induite par TGF-β (Lamouille S. 2007).  
   
2.3.3 Déterminisme des voies de signalisation 
 
 Au vue de la variété des voies de signalisation Smad-indépendantes activées par la 
famille TGF-β et des interactions entre ces voies et la voie Smad, nous comprenons la grande 
variété de réponses des différents types cellulaires à un même stimulus. Une compréhension 
des mécanismes qui induisent les différentes voies est donc fondamentale pour pouvoir mieux 
comprendre cette diversité de réponse des cellules. 
 Comme je l'ai déjà présenté précédemment, il existe deux modes d'endocytose des 
récepteurs de la famille TGF-β : un mode par puits de clathrine et un mode par cavéoline. Ces 
modes d'endocytose pourraient être à l'origine du choix de transduction du signal, Smad-
dépendante ou indépendante. En effet, les travaux de P. Knaus montrent une activation de la 
voie Smad pour les récepteurs internalisés par des puits de clathrine, alors que les voies non-
Smad, responsables entre autre de l'induction de l'alkaline phosphatase par les BMPs, seraient 
activées par les récepteurs internalisés dans les radeaux lipidiques (figure 45A). De plus, le 
mode d'internalisation dépendrait du mode de formation des complexes des récepteurs. Les 
complexes formés avant la liaison du ligand (PFC) seraient associés aux puits de clathrine, 
alors que ceux formés lors de la liaison du ligand seraient dans les radeaux lipidiques (figure 
45A) (Nohe A. 2002) (Hartung A. 2006). Concernant les récepteurs du TGF-β, une déplétion 
en potassium, qui bloque l'endocytose par puits de clathrine, réduit la phosphorylation de 
Smad2 par TGF-β (Hayes S. 2002), alors que la déplétion en cholestérol induite par 
l'utilisation de Nystatin, augmente la réponse P-Smad2 du TGF-β (Di Guglielmo G. M. 2003). 
Ceci montre bien que la voie Smad est activée par les récepteurs présents dans les puits de 
clathrine (figure 45B). De plus, une interaction entre Smad7, Smurf, les récepteurs du TGF-β 
et cavéoline-1 (présente dans les radeaux lipidiques) a été rapportée. Ainsi, les récepteurs 
présents dans les radeaux lipidiques seraient destinés à être dégradés (figure 45B) (Di 
Guglielmo G. M. 2003). Cependant, l'induction du procollagène I par TGF-β via la voie 
PI3K/Akt est dépendante de cavéoline-1, ce qui confirme la possibilité d'une signalisation 
Smad-dépendante dans les puits de clathrine et Smad-indépendante dans les radeaux 
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lipidiques (figure 45B) (Kim S. 2008). Certaines protéines peuvent modifier la distribution 
des récepteurs dans ces deux "zones" de la membrane plasmique. L'interleukine-6 (IL-6) 
(Zhang X. L. 2005) et ADAM-12 (A Disintegrin And Metalloproteinase-12) (Seals D. F. 
2003) peuvent diminuer le nombre de récepteurs dans les radeaux lipidiques au profit des 
puits de clathrine. Ce déplacement a pour effet d'augmenter l'activation de la voie Smad en 
réponse au TGF-β. Inversement, deux polysaccharides, l'héparane sulfate (Chen C. L. 2006) 
et le hyaluronane (Ito T. 2004), augmentent le nombre de récepteurs dans les radeaux 
lipidiques et atténuent la réponse au TGF-β. Le fait que des molécules puissent déplacer le 
ratio de récepteurs dans les puits de clathrine par rapport à ceux dans les radeaux lipidiques 
s'oppose à la théorie des complexes de récepteurs préformés dans le réticulum endoplasmique 
avant la liaison du ligand et siégeant dans les puits de clathrine face aux complexes de 
récepteurs formés lors de la liaison du ligand au niveau des radeaux lipidiques.  
 
2.4 Les régulateurs de l'activation des récepteurs 
 
 L'activité des ligands de la famille du TGF-β peut-être finement régulée à plusieurs 
niveaux : par une action sur le ligand, par une action sur les récepteurs, par une action sur les 
Smads et enfin par une action sur les cofacteurs de transcription interagissant avec les P-
Smads. Je vais présenter brièvement ici les principaux régulateurs de la voie TGF-β. 
 
2.4.1 Les régulations liant des ligands 
 
 Les ligands de la famille du TGF-β sont sécrétés et agissent sur leur récepteur de 
manière autocrine, paracrine, voire même endocrine pour les ligands circulants. Leur 
signalisation peut être régulée par une variété de protéines liant ces ligands ou entrant en 
compétition avec ces ligands pour la liaison aux récepteurs. Les antagonistes extracellulaires 
des BMPs, qui agissent par liaison sur ces derniers, sont caractérisés par un nœud cystéïque 
(comme pour les ligands). Cinq sous-groupes ont été décrits : la noggine, la famille de la 






Figure 46 : Structure cristallographique du complexe BMP7 (en bleu)/Noggine (en 
violet). 




 Dans la gastrula, les tissus de l'embryon ne sont pas déterminés, excepté la partie 
antérieure de la lèvre dorsale du blastopore. Ce tissu est capable d'induire la formation d'un 
autre axe dorsal/ventral. Cette région, découverte par Hans Spemann, est nommée 
l'organisateur de Spemann. La noggine a été la première protéine sécrétée par cette région 
identifiée. Elle lie avec une grande affinité et inhibe BMP2 et BMP4, et dans une moindre 
mesure BMP7 (Zimmerman L. B. 1996). La résolution du complexe BMP7/noggine, premier 
cristal d'un antagoniste des BMPs, a révélée une structure de la noggine conforme à celle des 
membres de la famille TGF-β (figure 46). Cependant, les "doigts" de la noggine sont plus 
longs que ceux des BMPs, et induisent une courbure des extrémités des BMPs, altérant les 
domaines de liaison aux récepteurs (Groppe J. 2002) (Groppe J. 2003). La liaison de la 
noggine sur les cytokines de la famille TGF-β peut être inhibée par la mutation d'un acide 
aminé de la séquence. Ainsi, la mutation de l'asparagine 445 de GDF5, retrouvée dans des cas 
de syndrome de synostoses multiples, rend cette cytokine resistante à la noggine alors que sa 
forme sauvage est inhibée par la noggine (Seemann P. 2009). BMP9 et BMP10, naturellement 
résistantes à la noggine, ne possèdent pas d'asparagine équivalente dans leur séquence 
contrairement aux autres BMPs, ce qui explique en partie la résistance des ces deux BMPs à 
la noggine (Seemann P. 2009). BMP6 est aussi résistante à la noggine, mais c'est la lysine 60 
qui lui confère cette propriété (Song K. 2010).  
 
La famille de la chordine 
 
 La chordine, découverte aussi dans l'organisateur de Spemann, lie exclusivement 
BMP2, BMP4 et BMP7. La chordine inhibe ces BMPs, mais BMP1 (une zinc 
métalloprotéase) peut cliver la chordine, libérant ainsi la BMP liée. Plusieurs protéines ont 
des séquences voisines, et forment ainsi la famille de la chordine. Parmi eux, notons BMPER 
(BMP binding Endothelial cell precursor-derived Regulator aussi appelé crossveinless-2). 
Cette protéine peut avoir un effet inhibiteur ou stimulateur de la voie des BMPs, bien 
qu'aucune explication sur la détermination de l'action de BMPER ne soit connue. En effet, la 
surexpression de BMPER inhibe BMP4 (Moser M. 2003), mais l'inactivation de BMPER 
entraîne une baisse de la voie BMP (Conley C. A. 2000) (Rentzsch F. 2006).  
  
 
Figure 47 : Structure cristallographique du complexe Activine (en bleu et 
violet)/Follistatine (en orange et vert). 
La follistatine bloque les sites de liaison de l'activine pour ses deux types de récepteurs. 




 Cette protéine a un effet antagoniste et agoniste sur les BMPs en fonction du contexte. 
Ainsi, Tsg lie directement BMP2 ou BMP4 ou un complexe BMP/chordine, ce qui inhibe la 
fonction de ces BMPs (Ross J. J. 2001). Cependant, Tsg peut aussi aider au clivage de la 
chordine par BMP1 et donc à l'action de la BMP libérée (Oelgeschlager M. 2000) (Larrain J. 
2001). 
 
La famille Dan 
 
 La famille Dan (Differential screening-selected gene Aberrative in Neuroblastoma) est 
composée notamment de Gremlin, Cerberus, ou encore Sclerostin. Les membres de cette 
famille sont capables de lier les BMPs, même si tous les membres ne lient pas l'ensemble des 
BMPs (Gremlin ne lie que BMP2/4/7 (Hsu D. R. 1998)). Leur effet est inhibiteur sur la voie 
BMP. 
    
La famille de la follistatine 
 
 La follistatine est le premier antagoniste de la famille TGF-β à avoir été identifié. Sa 
première activité découverte fut son pouvoir inhibant sur l'activine par liaison sur cette 
dernière (Schneyer A. L. 1994). Depuis, un rôle inhibiteur sur plusieurs BMPs (notamment 
BMP4/5/6/7/15), et sur la myostatine (GDF8) a été démontré (Otsuka F. 2001) (Glister C. 
2004) (Sidis Y. 2006). La structure de la follistatine liée à l'activine a permis de découvrir les 
acides aminés impliqués dans la liaison de la follistatine sur les cytokines (figure 47) 
(Thompson T. B. 2005) (Harrington A. E. 2006). Ainsi, en analysant la conservation de ces 
acides aminés, les auteurs ont remarqué que BMP9, l'AMH et l'inhibine possèdent un acide 
aminé supplémentaire dans une boucle nécessaire à la liaison de l'inhibine sur les ligands. 
Cette insertion confère une conformation locale très différente, d'après la structure de BMP9 
(Brown M. A. 2005), de la conformation des autres BMPs. Par conséquent, la follistatine ne 
peut pas inhiber BMP9 (Harrington A. E. 2006). D'autres protéines apparentées existent (les 
follistatines like) formant la famille de la follistatine.  
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2.4.2 Les compétiteurs de liaison sur les récepteurs 
 
 Il existe deux grands groupes d'antagonistes entrant en compétition avec les ligands 
pour la liaison aux récepteurs : les Leftys et les inhibines.  
 Lefty-1 et Lefty-2 peuvent lier ActR2a et ActR2b, inhibant le signal de nodal ou de 
l'activine (Schier A. F. 2003). 
 Les inhibines sont composées d'une chaîne β, présente sous forme d'homodimère dans 
les activines, et d'une chaîne α qui leur est propre. Les inhibines lient le bétaglycan (co-
récepteur pour l'activine), ce dernier leur permettant alors de lier les récepteurs de type 2 de 
l'activine, et donc d'inhiber son signal (Lewis K. A. 2000). 
 
2.4.3 Les régulateurs liés à la membrane plasmique 
 
 Deux protéines homologues, DRAGON et RGMa/b/c (Repulsive Guidance Molecule), 
sont liées à la membrane par un ancrage GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol). Ils forment un 
complexe avec les récepteurs de type 1 et augmentent la liaison de BMP2 et BMP4, 
accroissant ainsi la réponse à ces BMPs (Samad T. A. 2005) (Babitt J. L. 2005) (Halbrooks P. 
J. 2007). 
 La famille EGF-CFC (Epidermal Growth Factor – Cripto, FRL1, Cryptic domain) est 
aussi une famille de protéine avec un ancrage GPI (Minchiotti G. 2000). Cripto, un des 
membres de cette famille, est indispensable à la signalisation de nodal (Gritsman K. 1999), 
mais inhibe la signalisation de l'activine (Gray P. C. 2003) et du TGF-β (Gray P. C. 2006). 
 
2.4.4 Les régulateurs transmembranaires 
 
 BAMBI (BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor) est une protéine 
transmembranaire qui inhibe les voies du TGF-β, de l'activine et de certaines BMPs. BAMBI 
a une partie extracellulaire comparable aux récepteurs de type 1 mais ne possède pas de 
domaine kinase dans sa partie intracellulaire. BAMBI prévient la formation de complexes de 
récepteurs fonctionnels en interagissant avec les récepteurs de type 1 (sauf ALK2) ou des 
  
 
Figure 48 : Structure cristallographique du complexe ALK5/FKBP12. 
FKBP12 se lie sur la boîte GS d'ALK5 non phosphorylé, le bloquant en forme inactive. 
D'après (Huse M. 1999). 
 








récepteurs de type 2 par son domaine intracellulaire, mais ne lie pas TGF-β ou les BMPs 
(Onichtchouk D. 1999).   
 Tomoreguline-1 est aussi transmembranaire et son interaction avec Cripto inhibe le 
signal de nodal (Harms P. W. 2003). Cette protéine peut aussi inhiber la voie de BMP2 par un 
mécanisme inconnu à ce jour (Chang C. 2003). 
 
2.4.5 Les régulateurs cytoplasmiques 
 
   La protéine FKBP12 interagit avec ALK5 dans sa partie intracellulaire, au niveau du 
domaine GS phosphorylable par TβR2. Cette protéine permet de garder un niveau de 
signalisation d'ALK5 en l'absence du ligand très faible, et se détache du récepteur lors de la 
liaison de TGF-β (figure 48) (Chen Y. G. 1997). 
 Dapper-2 interagit avec ALK4 et ALK5 au niveau des endosomes et dirigent les 
récepteurs vers les lysosomes où ils sont dégradés (Zhang L. 2004).    
 La cyclic guanosine 3',5'-monophosphate (cGMP)-dependent kinase 1 (cGKI) est 
associée à BMPR2 et module la voie Smad. La liaison de BMP2 induit la dissociation de 
cGKI de BMPR2. cGKI est alors importée dans le noyau où elle s'associe avec Smad1 et 
augmente la réponse transcriptionnelle (Schwappacher R. 2009).  
 
2.4.6 Les régulateurs nucléaires 
 
 Ski et Sno sont des protéines nucléaires qui, en liant les complexes R-Smad/Smad4, 
inhibent les voies TGF-β et BMP (Luo K. 2004). FoxG1, un facteur de transcription de la 
famille Forkhead, lie les complexes Smad/FoxO induits par TGF-β et inhibe leur action 
(Seoane J. 2004). Enfin, DRAP-1 interagit avec FoxH1, un facteur de transcription 








2.4.7 Les récepteurs solubles 
 
 Un nouveau niveau de régulation a été découvert récemment avec le clivage du 
domaine extracellulaire de récepteurs du TGF-β.  
 Le domaine extracellulaire de l'endogline est trouvé dans le sang (Wang J. M. 1994). 
Ce clivage est réalisé par la protéase MMP-14 (Matrix MetalloProteinase-14) (Hawinkels L. 
J. 2010). Cette endogline soluble a un rôle peu déterminé, mais ce clivage entraîne une 
diminution du taux de ce récepteur à la surface des cellules (ce qui pourrait entraîner une 
diminution de la signalisation BMP) et pourrait aussi lier des ligands, inhibant ainsi leur 
action.  
 Le domaine extracellulaire d'ALK5 est aussi clivé, cette fois par ADAM-17. Cette 
diminution du nombre de récepteurs à la surface de la membrane entraîne une diminution de 
la signalisation TGF-β (Liu C. 2009). 
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Partie 3 : La famille TGF-β dans le système cardiovasculaire 
 
 Les premières preuves de l'implication de membres de la famille TGF-β dans le 
système vasculaire ont été l'identification de gènes responsables de maladies vasculaires, 
gènes appartenant à la famille du TGF-β. Les études des invalidations de ces gènes dans des 
souris ont permis de confirmer l'implication de la famille dans l'établissement du système 
cardiovasculaire et de mieux définir le rôle des membres impliqués. Je vais dans un premier 
temps présenter les membres impliqués dans les maladies vasculaires chez l'homme, puis les 
études d'invalidation de certains membres et leur effet sur le système vasculaire, et je 
terminerai par un gros plan sur un récepteur de première importance dans ce système 
vasculaire : le récepteur de type 1 ALK1. 
 
1. Les maladies vasculaires impliquant des membres de la famille 
TGF-β 
 
 La première maladie génétique vasculaire où l'implication de la famille TGF-β a été 
démontrée est la maladie de Rendu-Osler appelée aussi HHT pour Hereditary Hemorrhagic 
Telangiectasia. Depuis deux autres maladies ont été identifiées : l'hypertension pulmonaire 
familiale, et le syndrome de Loeys-Dietz. 
 
1.1 Implication de la famille TGF-β dans la maladie de Rendu-Osler 
 
 La maladie de Rendu-Osler sera développée en détail ultérieurement (Partie 4). 
Brièvement, cette maladie se caractérise par des dysplasies vasculaires, caractérisées par 
l'apparition de télangiectasies au niveau des muqueuses, des fistules artério-veineuses dans le 
foie, les poumons, le système nerveux central et le tube digestif, et enfin par des épistaxis 
(saignements de nez) particulièrement abondantes et nombreuses. 
 L'équipe de Douglas Marchuk a identifié les deux principaux gènes responsables de la 
maladie. En 1994, l'endogline, un récepteur de type 3, est reconnue comme gène responsable 
de la maladie de Rendu-Osler de type 1 (McAllister K. A. 1994). Deux ans plus tard, le gène 
pour le type 2 est identifié : il s'agit du récepteur de type 1 ALK1 (Johnson D. W. 1996). Cette 
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même équipe a aussi identifié un troisième gène responsable de la maladie : Smad4 (Gallione 
C. J. 2006). Les mutations de MACH-4 codant pour Smad4 qui sont responsables d'un 
syndrome associant maladie de Rendu-Osler et polyposie juvénile sont cependant plus rares 
que les mutations de l'endogline ou d'ALK1. 
 
1.2 Implication de la famille TGF-β dans l'hypertension artérielle pulmonaire 
familiale 
 
 L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) sera aussi développée en détail plus loin 
(Partie 4). Cette maladie se caractérise par une constriction des artérioles pulmonaires 
aboutissant à une augmentation de la pression sanguine dans les poumons. En 2000, le gène 
responsable pour 70 % des formes héréditaires a été découvert. Il s'agit du récepteur de type 2 
BMPR2 (Lane K. B. 2000). De plus, 20 % des personnes atteintes d'une forme idiopathique 
portent une mutation de ce gène (Machado R. D. 2006). Récemment, des mutations 
d'ACVRL1 ont été impliquées dans l'établissement de la maladie (Fujiwara M. 2008). Un cas 
d'HTAP a été décrit sur un patient porteur d'une mutation non-sens de Smad8 (Shintani M. 
2009). 
 
1.3 Implication de la famille TGF-β dans le syndrome de Loeys-Dietz 
 
 Le syndrome de Loeys-Dietz est une maladie proche du syndrome de Marfan. Parmi 
les multiples symptômes de la maladie, des manifestations vasculaires aux conséquences 
potentiellement mortelles existent. Ainsi un anévrisme aortique ou des artères avec risque de 
dissection est possible, ainsi que des altérations des valves aortiques. Ce syndrome récemment 
découvert est dû à des mutations des récepteurs du TGF-β de type 1 (ALK5) ou de type 2 









Figure 49 : Développement embryonnaire du cœur de souris. 
Axes A-P : antériopostérieur, D-V : dorsoventral, D-G : droite gauche ; VG : Ventricule 
Gauche, OD : Oreillette Droite. 
Brièvement, le tube cardiaque primitif se déforme de manière asymétrique. La division du 
cœur en quatre chambres se fait par le développement d'excroissances intra-cardiaques, qui se 
différencient ensuite en valves et septum. D'après (Moorman A. F. 2003). 
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2. Invalidation de gènes de la famille du TGF-β et phénotypes 
cardiovasculaires 
 
 Dans cette partie je développerai dans un premier temps les invalidations des gènes 
qui ont une conséquence sur la formation du cœur (en résumé tableau 1) puis ensuite les 
invalidations qui ont une conséquence sur le système vasculaire (en résumé tableau 2). 
 
2.1 Famille TGF-β et formation cardiaque 
 
 Le cœur est le premier organe fonctionnel lors de l'embryogenèse. Il apparaît 
initialement comme deux primordia cardiaques qui fusionnent ensemble pour former le tube 
cardiaque primitif. Ce tube est constitué d'un endothélium intérieur entouré d'une couche 
externe : le myocarde. Entre les deux couches se trouve une couche de matrice extracellulaire 
sécrétée par le myocarde appelée la gelée cardiaque. Le stade de développement suivant 
consiste en la formation des cavités cardiaques. Le tube cardiaque forme alors des tours et des 
boucles qui aboutissent à la formation des oreillettes et des ventricules primitifs (figure 49). 
L'endothélium subit alors une transition épithélial-mésenchymateuse et les cellules 
envahissent la gelée cardiaque formant un coussin endocardiaque. Les valves et le septum qui 
vont diviser le cœur mature en quatre chambres dérivent de ce coussin endocardiaque (Chang 
H. 2002). 
 
2.1.1 Invalidation de ligand et formation cardiaque 
 
 BMP2 fut le premier membre de la famille du TGF-β dont l'implication dans la 
formation cardiaque a été identifiée. En effet, en 1996, l'invalidation de BMP2 a été montrée 
comme létale avec des embryons sans cœur ou avec des malformations et un retard de 
croissance cardiaque très importants. BMP2 est donc indispensable à la formation du tube 
cardiaque primitif (Zhang H. 1996). L'invalidation de BMP4, BMP voisine de BMP2, 
spécifiquement dans les cardiomyocytes a permis de mettre à jour le rôle tardif mais 
indispensable de BMP4 dans la formation du cœur. En effet, l'invalidation de BMP4 étant 





Modification génétique Phénotype Références 
Invalidation de BMP2 Létale – malformations cardiaques importantes (Zhang H. 1996) 
Invalidation de BMP4 dans les 
cardiomyocytes 
Létale – malformations cardiaques importantes (Jiao K. 2003)  
(Liu W. 2004) 
Invalidations de BMP5 et BMP7 Létales – malformations cardiaques 
çimportantes 
(Solloway M. J. 
1999) 
Invalidations de BMP6 et BMP7 Létales – malformations cardiaques importantes (Kim R. Y. 2001) 
Invalidation de BMP10 Létale – hypoplasie cardiaque (Chen H. 2004) 
Ligands 
Invalidation de TGF-β2 Létale à la naissance – défauts dans les valves et 
le septum cardiaques 
(Sanford L. P. 1997) 
Invalidation d'ALK3 dans les 
cardiomyocytes 
Létale – malformations cardiaques importantes (Gaussin V. 2002) 
Invalidation d'ALK2 dans les 
cellules endothéliales 
Létale – défauts dans les valves et le septum 
cardiaques 
(Wang J. 2005) 
Expression d'une forme 
constitutivement active d'ALK5 
dans le myocarde 
Létale – défauts d'enroulement du tube 
cardiaque 
(Charng M. J. 1998) 
Expression d'une forme 
dépourvue du site de fixation des 
ligands de BMPR2 
Létale – malformations des valves et du septum 
cardiaques 
(Delot E. C. 2003) 
Invalidation d'ActR2B Létalité postnatale – malformation du septum 
cardiaque 
(Oh S. P. 1997) 
Récepteurs 
Invalidation de l'endogline Létale – élargissement des ventricules et voies 
de sortie dilatées 
(Arthur H. M. 2000) 
Invalidation de Smad5 Létale – défaut d'enroulement du tube cardiaque (Chang H. 2000) 
Invalidation de Smad6 Mortalité précoce après la naissance – 
hyperplasie cardiaque et défauts des valves et du 
septum 
(Galvin K. M. 2000) 
Voie Smad 
Invalidation de Smad4 dans les 
cellules endothéliales 
Létale – malformations cardiaques importantes (Lan Y. 2007) 
Tableau 1 : Invalidation des gènes de la famille TGF-β et conséquence sur le développement 
cardiaque.  
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conditionnelle a été nécessaire pour voir le rôle de BMP4 dans la formation cardiaque. Il en 
résulte un rôle de BMP4 dans la formation du septum après la formation du coussin auriculo-
ventriculaire. Cette invalidation conditionnelle est létale (Jiao K. 2003) (Liu W. 2004).  
 D'autres BMPs ont été montrées comme indispensables à la formation du cœur. Ainsi, 
BMP5, 6 et 7 participent au développement cardiaque. Notons que les souris invalidées pour 
un seul de ces gènes n'ont aucun phénotype cardiaque (Kingsley D. M. 1992) (Solloway M. J. 
1998) (Dudley A. T. 1995) (Luo G. 1995). Par contre les souris invalidées pour BMP5 et 
BMP7 meurent à E 10.5 de multiples défauts cardiaques dont un défaut dans l'établissement 
des chambres cardiaques (Solloway M. J. 1999). Des malformations similaires sont trouvées 
sur les souris invalidées pour BMP6 et BMP7 (Kim R. Y. 2001).  
 BMP10 est aussi primordiale dans la formation cardiaque. BMP10 est normalement 
exprimée uniquement dans le myocarde du trabécule ventriculaire de manière transitoire 
(entre E 9 et E 13.5) puis dans l'oreillette à partir de E 12.5 (Neuhaus H. 1999). L'invalidation 
de ce gène entraîne des défauts cardiaques majeurs à partir de E 9.5 et une mort des embryons 
entre E 10 et E 10.5 suite à des malformations cardiaques importantes. Les souris invalidées 
BMP10 ont une hypoplasie cardiaque consécutive à une diminution de la prolifération des 
cardiomyocytes (Chen H. 2004). La même équipe a montré deux ans après que la 
surexpression de BMP10 dans les ventricules après la naissance dans des souris transgéniques 
aboutissait à une diminution de la croissance cardiaque postnatale suite à une hypotrophie des 
cardiomyocytes (Chen H. 2006). Il est donc nécessaire d'avoir une expression transitoire de 
BMP10, restreinte à la période correspondante à la prolifération des cardiomyocytes.   
 Enfin, l'abolition de TGF-β2 induit des défauts dans le développement des valves et du 
septum du cœur entraînant une mortalité à la naissance (Sanford L. P. 1997). 
  
2.1.2 Invalidation de récepteur et formation cardiaque 
 
 Concernant les récepteurs, ALK2, ALK3, ALK5, BMPR2 et l'endogline ont un rôle 
dans la formation du cœur. 
 L'invalidation d'ALK2 et d'ALK3 aboutit à une mort embryonnaire très tôt (stade 
gastrulation). Cependant, une inactivation d'ALK3 dans les cardiomyocytes uniquement 
aboutit à un défaut de l'établissement du coussin auriculo-ventriculaire ainsi qu'à une 
malformation du septum (Gaussin V. 2002). Une inactivation d'ALK2 dans les 





Modification génétique Phénotype Références 
Ligands Invalidation de TGF-β1 Variable en fonction du fond génétique. Affection 
de la vasculogenèse et de l'hématopoïèse.  
(Dickson M. C. 1995) 
(Bonyadi M. 1997) 
Invalidation d'ALK3 dans les 
cellules Flk+ ou dans les cellules 
de muscle lisse 
Létale – défaut de remodelage vasculaire et de 
maturation des vaisseaux, présence d'hémorragies 
abdominales 
(Park C. 2006)  
(El-Bizri N. 2008) 
Invalidation d'ALK1 Létale – défauts majeurs d'angiogenèse dans le sac 
vitellin et dans l'embryon, vaisseaux dilatés, 
fistules artério-veineuses, recrutement des cellules 
de muscle lisse défaillant, perte de l'expression 
d'EphrineB2 
(Urness L. D. 2000) 
(Oh S. P. 2000) 
(Roman B. L. 2002) 
Invalidation d'ALK1 dans les 
cellules endothéliales 
Létale – défauts d'angiogenèse, vaisseaux dilatés et 
tortueux, fistules artério-veineuses 
(Park S. O. 2008) 
Invalidation d'ALK1 inductible 
dans les cellules endothéliales 
Invalidation à l'âge adulte létale – hémorragies 
importantes 
(Park S. O. 2009) 
Invalidation d'ALK5 Létale – vaisseaux dilatés et peu recouverts par les 
cellules de muscle lisse 
(Larsson J. 2001) 
Invalidation d'ALK5 dans les 
cellules endothéliales 
Phénotype controversé. Identique à l'invalidation 
d'ALK5 totale ou aucun phénotype 
(Carvalho R. L. 
2004)  
(Park S. O. 2008) 
Invalidation de BMPR2 par 
shRNA (70 à 90 % d'inhibition) 
Viable – dilatation postnatale des vaisseaux, 
quelques saignements et défauts de recouvrement 
par les cellules de muscle lisse 
(Liu D. 2007) 
Invalidation de TβR2 Létale – défauts semblables à l'invalidation de 
TGF-β1 : défaut dans le remodelage du plexus 
vasculaire primitif, la différenciation des cellules 
endothéliales et l'hématopoïèse 
(Oshima M. 1996) 
Invalidation de l'endogline Létale – défauts d'angiogenèse, fistules artério-
veineuses 
(Bourdeau A. 1999) 
(Li D. Y. 1999) 
(Arthur H. M. 2000)  
Invalidation de l'endogline 
inductible dans les cellules 
endothéliales 
Viable – fistules artério-veineuses dans 
l'angiogenèse de la rétine, prolifération excessive 
des cellules endothéliales  
(Mahmoud M. 2010) 
Récepteurs 
Invalidation du bétaglycan Létal – défaut des vaisseaux coronaires entrainant 
une défaillance cardiaque 
(Compton L. A. 
2007) 
Invalidation de Smad5 Létale – défauts d'angiogenèse comparables à ceux 
de l'invalidation d'ALK1 ou de l'endogline 
(Chang H. 1999) 
(Yang X. 1999) 
Invalidation de Smad5 dans les 
cellules endothéliales ou les 
cellules de muscle lisse 
Viable – aucun phénotype vasculaire (Umans L. 2007) 
Invalidation de Smad4 dans les 
cellules endothéliales 
Létale – défauts du remodelage vasculaire (Lan Y. 2007) 
Invalidation de Smad1 Létale – Défauts d'angiogenèse mineurs (Lechleider R. J. 
2001) 
Invalidation de Smad6 Viable – défauts cardiaques, calcification 
vasculaire, hypertension 
(Galvin K. M. 2000) 
Invalidation de Smad8 Viable – remodelage vasculaire pulmonaire 
spontané 
(Huang Z. 2009) 
Voie Smad 
Invalidations de Smad1 et de 
Smad5 dans les cellules 
endothéliales 
Dérégulation du bourgeonnement par altération de 
la voie Notch 
(Moya I. 2010) 
Voie Smad-
indépendante 
Invalidation de TAK1 Létale – défauts d'angiogenèse comparables à ceux 
de l'invalidation d'ALK1 
(Jadrich J. L. 2006) 
Gènes cibles 
des BMPs 
Invalidations d'Id1 et d'Id3 Létales – défauts d'angiogenèse, vaisseaux dilatés, 
hémorragies cérébrales 
(Lyden D. 1999) 
Tableau 2 : Invalidation des gènes de la famille TGF-β et conséquence sur le développement 
vasculaire.  
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cellules endothéliales donne des malformations cardiaques en inhibant l'EMT des cellules 
endothéliales dans la gelée cardiaque pour former le coussin auriculo-ventriculaire. Ceci 
aboutit à des défauts dans les valves et le septum (Wang J. 2005).  
 ALK5 pourrait aussi jouer un rôle dans l'enroulement du tube cardiaque puisque 
l'expression dans le myocarde d'une forme constitutivement active d'ALK5 arrête cet 
enroulement (Charng M. J. 1998). 
 L'expression d'une forme dépourvue du site de fixation des ligands de BMPR2 
entraîne une malformation des valves cardiaques ainsi qu'une séparation incomplète des 
ventricules (pas de séparation entre l'artère pulmonaire et l'aorte) (Delot E. C. 2003). 
 L'invalidation d'ActR2B entraîne une léthalité postnatale avec notamment une 
malformation du septum cardiaque (Oh S. P. 1997). 
 Enfin, l'invalidation de l'endogline aboutit à un cœur dont les ventricules sont élargis 
et les voies de sortie dilatées (Arthur H. M. 2000). 
 
2.1.3 Invalidation de la voie Smad et formation cardiaque 
 
 L'invalidation de Smad5 entraîne un défaut dans l'enroulement du tube cardiaque létal 
au stade embryonnaire (Chang H. 2000). L'invalidation de Smad6 entraîne une hyperplasie 
cardiaque ainsi qu'un défaut des valves et du septum entraînant une mortalité précoce après la 
naissance (Galvin K. M. 2000). L'invalidation de Smad4 dans les cellules endothéliales 
conduit aussi à des malformations cardiaques avec un cœur élargi, et une absence du coussin 
endocardiaque (Lan Y. 2007).  
 
2.2 Famille TGF-β et développement du système vasculaire 
 
2.2.1 Invalidation de ligand et angiogenèse 
 
 L'invalidation de TGF-β1 donne un phénotype variable en fonction du fond génétique. 
Ainsi, dans un fond génétique C57BL/6, les embryons meurent d'un défaut préimplantatoire 
(Kallapur S. 1999). Par contre, dans un fond génétique 129 x NIH/Ola x C57BL/6, 50 % des 
mutants et 20 % des hétérozygotes meurent à E 10.5 d'un défaut de développement du sac 
  
 
Figure 50 : Phénotype de l'invalidation d'ALK1. 
A : Invalidation totale d'ALK1 chez la souris.  Vascularisation de la tête à E9.5. Les 
capillaires sont absents dans les souris invalidées. D'après (Oh S. P. 2000).  AB : Arche 
Brachiale, AD : Aorte Dorsale, F : Fistule artério-veineuse, VCC : Veine Cardinale 
Commune, C : Cœur. Injection d'encre dans le cœur d'embryon E 9.0. Les souris invalidées 
ont une aorte dilatée et une fistule reliant directement l'aorte à la veine cardinale commune.  
Absence de vaisseaux sanguins dans le sac vitellin d'un embryon à E 10.5. En injectant de 
l'encre, le plexus vasculaire primitif est visualisable dans le sac vitellin des souris invalidées, 
ce qui montre que la vasculogenèse n'est pas altérée, mais aucun vaisseau n'est détectable. 
D'après (Urness L. D. 2000). 
B : WT : Sauvage (Wild Type). L'invalidation de vbg chez le poisson zèbre entraine un défaut 
de remodelage vasculaire et une dilatation importante des vaisseaux (larve de poisson 5 jours 
après fécondation). D'après (Roman B. L. 2002). 
C : Invalidation d'ALK1 dans les cellules endothéliales (promoteur L1). V : Veine, A : Artère, 
PL : Placenta.  Les embryons à E 16.5 invalidés présentent une dilatation importante des 
veines et des artères dans le sac vitellin.  Des fistules artério-veineuses sont visibles  
Injection d'encre qui confirme les fistules et met bien en évidence la tortuosité des vaisseaux. 
D'après (Park S. O. 2008). 
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vitellin (Dickson M. C. 1995) (Bonyadi M. 1997). La vasculogenèse et l'hématopoïèse sont 
très affectées par cette délétion. La différenciation terminale des cellules endothéliales est 
altérée, et le nombre de globules rouges dans le sac vitellin est très inférieur à la normale, 
entraînant une anémie. L'embryon n'a initialement aucun défaut, les effets sur son 
développement étant secondaire à la non mise en place du réseau vasculaire. 
 Les invalidations des BMPs n'ont pas donné de phénotype vasculaire, peut être suite à 
une redondance entre les BMPs. Certains embryons invalidés pour BMP4 présentent des 
défauts dans la formation des îlots sanguins suggérant une implication de BMP4 dans la 
vasculogenèse (Winnier G. 1995). 
  
2.2.2 Invalidation de récepteur et angiogenèse 
 
  L'invalidation d'ALK3 dans les cellules Flk+ (VEGFR2) aboutit à une létalité des 
embryons autour de E 10.5 suite à quelques malformations cardiaques mais surtout des 
anormalités vasculaires, dont des défauts dans le remodelage vasculaire et la maturation des 
vaisseaux ce qui donne des importantes hémorragies abdominales (Park C. 2006). Une autre 
inactivation conditionnelle d'ALK3 a été réalisée. L'inactivation d'ALK3 dans les cellules de 
muscle lisse et les cardiomyocytes aboutit à des défauts similaires à l'invalidation dans les 
cellules Flk+ (El-Bizri N. 2008), ce qui suggère un rôle d'ALK3 plutôt dans les cellules de 
muscle lisse et les cardiomyocytes que dans les cellules endothéliales.  
 
 ALK1 est aussi un récepteur clé dans le déroulement de l'angiogenèse physiologique. 
Les souris invalidées pour ALK1 meurent autour de E 10.5 suite à des défauts d'angiogenèse 
(Urness L. D. 2000) (Oh S. P. 2000). Dans ces souris le plexus vasculaire est formé 
normalement, mais le réseau vasculaire ne peut pas se développer que ce soit dans le sac 
vitellin ou dans l'embryon (figure 50A). Les embryons invalidés pour ALK1 présentent un 
retard de croissance, une vascularisation dilatée et immature dans le sac vitellin, un péricarde 
élargie, des fistules artério-veineuses avec notamment une fusion de l'aorte dorsale et de la 
veine cardinale (figure 50A). Il y a aussi un recrutement des cellules de muscle lisse 
défaillant. L'invalidation dans le poisson zèbre du gène équivalent à ALK1 (vbg, violet 
beauregarde) aboutit aussi à une létalité embryonnaire consécutive à une angiogenèse 
défaillante (figure 50B) (Roman B. L. 2002). La circulation sanguine ne s'effectue alors que 
dans un nombre limité de vaisseaux dilatés du crane, suite à une augmentation du nombre de 
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cellules endothéliales, le corps n'étant pas perfusé. La délétion d'ALK1 dans les cellules 
endothéliales spécifiquement a été faite en 2008 (Park S. O. 2008). Les auteurs ont exprimé la 
Cre recombinase sous le contrôle d'un promoteur L1 qui est activé après E 10.5 ce qui permet 
de ne pas interférer avec la formation cardiaque. De plus, l'expression est variable en fonction 
de l'organe : forte dans les cellules endothéliales des poumons, des intestins, du placenta et du 
sac vitellin, plus faible dans les cellules endothéliales du cerveau, du cœur et du rein et nulle 
dans le foie, la peau et les membres. Le phénotype donne des vaisseaux du sac vitellin 
tortueux, dilatés et un réseau complexe avec des connexions directes anormales entre des 
veines et des artères (figure 50C). Les vaisseaux du cordon ombilical apparaissent aussi 
altérés, particulièrement l'artère (figure 50C). Cette invalidation est létale. La délétion 
inductible d'ALK1 dans les cellules endothéliales a permis d'étudier le rôle d'ALK1 dans la 
vascularisation adulte (Park S. O. 2009). L'invalidation à l'âge adulte conduit aussi à une 
létalité par hémorrhagie dans les deux semaines pour les femelles et trois pour les mâles. Le 
phénotype complet de cette invalidation ainsi que celui des souris hétérozygotes seront 
présentés dans la partie consacrée aux modèles murins de la maladie de Rendu-Osler. Pour 
finir sur les invalidations d'ALK1, l'analyse de la vascularisation de la rétine dans les souris 
nouveau-nées invalidées pour ALK1 dans les cellules endothéliales conduit à des altérations 
comparables à celles de l'invalidation de l'endogline avec un phénotype plus marqué 
(Mahmoud M. 2011). Cette invalidation engendre une létalité des souris dans les 48 h. 
 L'invalidation d'ALK5 donne un phénotype légèrement différent. En effet, la 
différenciation des cellules endothéliales apparait normale. Cependant, un défaut 
d'angiogenèse aboutit à des vaisseaux très dilatés, et mal recouverts par les cellules de muscle 
lisse ce qui entraîne une fragilité de ces vaisseaux, d'où la présence d'hémorragies (Larsson J. 
2001). Ce phénotype confirme les données in vitro du rôle de TGF-β dans la différenciation 
des cellules mésenchymateuses précurseurs des cellules murales en cellules de muscle lisse ou 
en péricytes (Hirschi K. K. 1998) (Darland D. C. 2001). Cependant, le rôle de la famille TGF-
β dans l'angiogenèse décrit avec l'inactivation d'ALK5 est controversé. Bien que l'équipe qui 
avait décrit le phénotype des souris invalidées pour ALK5 ait confirmé ces résultats en 
retrouvant un phénotype semblable avec des souris invalidées pour ALK5 dans les cellules 
endothéliales uniquement (Carvalho R. L. 2004), une autre équipe montra des résultats 
opposés (Park S. O. 2008). En effet, l'équipe de Paul Oh a utilisé une souris ALK5 "floxé" 
dont l'invalidation par la Cre recombinase était conduite par le promoteur L1, déjà décrit 
précédemment, dérivé du promoteur d'ALK1. L'équipe concurrente avait utilisé le promoteur 
Tie1 qui permet alors l'expression de la Cre dans toutes les cellules endothéliales, dès un stade 
  
 
Figure 51 : Site d'expression d'ALK1 et d'ALK5 dans les vaisseaux. 
Aorte d'embryon de souris E11.5 exprimant LacZ sous le contrôle du promoteur soit d'ALK1 
(à gauche) soit d'ALK5 (à droite). Le marquage X-gal révèle en bleu les sites d'expression de 
β-galactosidase (codée par LacZ), le marquage de l'actine de muscle lisse révèle la couche de 
cellules de muscle lisse. Le marquage bleu dans l'endothélium pour les photographies de 
gauche, montre une expression d'ALK1 dans les cellules endothéliales, tandis que le 
marquage bleu dans les photographies de droite se trouve dans les cellules de muscle lisse et 
montre une expression d'ALK5 dans ces cellules. D'après (Seki T. 2006).     
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précoce de différenciation. Paul Oh n'a remarqué aucun phénotype dans les souris invalidées 
ALK5 sous le contrôle du promoteur L1. La différence de phénotypes entre les deux équipes 
peut s'expliquer par un rôle d'ALK5 dans la vasculogenèse et la différenciation des cellules 
endothéliales. A ce stade, seules les souris Tie1cre(+) ; ALK5LoxP/LoxP sont invalidées pour 
ALK5 dans les cellules endothéliales et leur précurseur. Par contre, ALK5 n'aurait pas de rôle 
sur l'angiogenèse, c'est-à-dire le développement du réseau vasculaire après la différenciation 
des cellules endothéliales dans les îlots sanguins du sac vitellin d'où l'absence de phénotype 
dans les souris L1cre(+) ; ALK5LoxP/LoxP. Cette théorie est supportée par la non détection par 
l'équipe de Paul Oh d'ALK5 dans les cellules endothéliales in vivo (Seki T. 2006). Utilisant 
des souris ALK5LacZ et ALK1LacZ, cette équipe a montré une expression d'ALK1 restreinte au 
niveau des cellules endothéliales, alors qu'ALK5 était exprimé par les cellules de muscle lisse 
et n'était pas détectable dans l'endothélium (figure 51). 
 
  Concernant les récepteurs de type 2, la délétion totale de BMPR2 est létale. En 2007, 
une souris transgénique surexprimant un shRNA (short hairpin RNA) qui réduit de 70 à 90 % 
l'expression de BMPR2 a été créée (Liu D. 2007). Cette souris est viable et développe après la 
naissance des lésions caractérisées par une dilatation des vaisseaux, qui peuvent occasionner 
des saignements dans le tube digestif et au niveau cutané, ainsi qu'une défaillance dans le 
recouvrement des vaisseaux par les cellules de muscle lisse. Les invalidations hétérozygotes 
qui peuvent servir de modèles animaux de l'hypertension artérielle pulmonaire seront 
présentées ultérieurement. 
 L'invalidation du récepteur TβR2 donne un phénotype voisin à l'invalidation de TGF-
β1, avec un défaut dans le remodelage du plexus vasculaire primitif, dans la différenciation 
des cellules endothéliales et dans l'hématopoïèse (Oshima M. 1996). 
 
 L'invalidation de l'endogline, récepteur de type 3, entraîne une mortalité embryonnaire 
suite à des défauts vasculaires très importants. Les défauts dans la vascularisation du sac 
vitellin et de l'embryon ainsi que dans le recouvrement par les cellules de muscle lisse 
ressemblent à ceux rencontrés lors de l'invalidation d'ALK1 (Bourdeau A. 1999) (Li D. Y. 
1999) (Arthur H. M. 2000), avec cependant quelques différences (figure 52A - C). Une étude 
compare précisément les souris invalidées pour ALK1 et l'endogline (Sorensen L. K. 2003). 
Bien que les défauts vasculaires entre les deux invalidations soient très proches, la dilatation 
des vaisseaux décrite pour l'invalidation d'ALK1 n'est pas visible pour l'invalidation de 
l'endogline. Le marqueur artériel EphrineB2 est moins exprimé dans les souris invalidées 
  
 
Figure 52 : Phénotype de l'invalidation de l'endogline. 
A :  Le sac vitellin des souris invalidées ne présentent pas de vaisseaux sanguins. D'après 
(Li D. Y. 1999).  Visualisation de la vascularisation des sacs vitellins à E 9.0. Les souris 
sauvages présentent des vaisseaux, tandis que les souris invalidées présentent un plexus 
vasculaire primitif sans remodelage. Les souris invalidées ont donc des défauts d'angiogenèse 
mais pas de vasculogenèse. D'après (Bourdeau A. 1999).  
B : Présence d'hémorragies internes (flèche) dans les embryons invalidés à E 9.0. D'après 
(Bourdeau A. 1999). 
C : Marquage CD31 sur des embryons E 10.5. Le remodelage du plexus capillaire cérébral 
échoue dans les souris invalidées. L'artère carotide (CA) est atrétique dans les souris 
invalidées. D'après (Li D. Y. 1999). 
D :    Invalidation de l'endogline dans les souris endothéliales après la naissance. 
Visualisation de la vascularisation de la rétine à P7. La vascularisation dans les souris 
invalidées présente un retard et des fistules artério-veineuses (F et flèches rouges).   Les 
cellules endothéliales invalidées pour l'endogline ont un taux de prolifération (marquage 
BrdU rouge) plus important que les cellules sauvages. D'après (Mahmoud M. 2010). 
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ALK1 que dans les sauvages, alors qu'aucune dérégulation n'est visible dans les souris 
invalidées pour l'endogline (figure 64B). Les auteurs n'ont pas vu d'affectation des différents 
ligands et récepteurs de la voie Notch, connue pour son rôle dans la différenciation artério-
veineuse, dans aucune des deux invalidations. Dans une étude récente, l'invalidation 
inductible de l'endogline dans les cellules endothéliales après la naissance a permis de mieux 
comprendre l'implication de l'endogline dans l'angiogenèse. L'invalidation de l'endogline dans 
les premiers jours après la naissance altère l'angiogenèse de la rétine (figure 52D) (Mahmoud 
M. 2010). Ainsi, ces souris présentent une angiogenèse totalement anormale avec un défaut 
dans la migration des cellules endothéliales, une augmentation de la prolifération des cellules 
endothéliales, aboutissant ainsi à une surface de la rétine vascularisée moins développée que 
dans les souris contrôles mais qui présentent une plus grande densité de vaisseaux. Des 
jonctions directes artério-veineuses sont aussi observées, faisant penser au phénotype de la 
maladie de Rendu-Osler. Les souris hétérozygotes seront présentées dans les modèles 
animaux de la maladie de Rendu-Osler. 
 L'invalidation de bétaglycan entraîne une létalité embryonnaire à E 14.5 consécutive à 
des défauts cardiaques et hépatiques (Stenvers K. L. 2003). Les vaisseaux coronaires sont peu 
nombreux et peu développés, ce qui entraîne la défaillance cardiaque fatale (Compton L. A. 
2007). 
  
2.2.3 Invalidation de la voie Smad et angiogenèse 
 
 L'invalidation de Smad5 donne un phénotype vasculaire, avec un phénotype proche de 
celui de l'invalidation d'ALK1 et de l'endogline (figure 53A) (Chang H. 1999) (Yang X. 
1999). De manière surprenante, les invalidations de Smad5 dans les cellules endothéliales ou 
dans les cellules de muscle lisse ne donnent pas de phénotype vasculaire et les souris sont 
vivantes (Umans L. 2007). Une invalidation partielle de Smad5 peut expliquer ce résultat ou 
une compensation des autres Smads (notamment Smad1 ou Smad8). La délétion spécifique de 
Smad4 dans les cellules endothéliales entraîne une mortalité des embryons à E 10.5 suite à 
des défauts cardiovasculaires, notamment une diminution du bourgeonnement des vaisseaux 
et du remodelage vasculaire (Lan Y. 2007). L'invalidation de Smad1 donne des défauts 
mineurs de l'angiogenèse du sac vitellin (Lechleider R. J. 2001), celle de Smad6 donne sur 
quelques souris (viables) des défauts cardiaques, une calcification vasculaire et une 
hypertension systémique (Galvin K. M. 2000). Enfin, l'invalidation de Smad8 est viable mais 
  
 
Figure 53 : Phénotype vasculaire de l'invalidation de gènes impliqués dans la 
signalisation de la famille TGF-β. 
A : Invalidation de Smad5.  Les vaisseaux sanguins du sac vitellin (pointe) sont absents 
dans le sac des souris invalidées à E 9.5.  Arbre vasculaire cérébral normal (pointe à 
gauche) et déstructuré dans les souris invalidées (pointe à droite). D'après (Yang X. 1999).  
B : Invalidation de TAK1.  Le sac vitellin des souris invalidées à E 9.5 ne présente pas de 
vaisseaux, seul le plexus vasculaire primitif est formé.  La vascularisation de l'embryon 
invalidé à E10.5 est déstructurée. L'aorte dorsale est collapsée à plusieurs endroits (flèche et 
pointes). D'après (Jadrich J. L. 2006). 
C : Invalidation d'Id1 et Id3. Les embryons invalidés pour les deux gènes présentent des 
hémorragies cérébrales à E 12.5. D'après (Lyden D. 1999). 
 
+/+ -/- +/+ -/- 
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conduit à un remodelage spontané de la vascularisation pulmonaire (Huang Z. 2009). La 
double invalidation de Smad1 et Smad5 dans les cellules endothéliales présentée lors du 
dernier congrès sur les BMPs montre que la voie Notch et la voie Smad interagissent entre-
elles, cette double invalidation aboutissant à un dérèglement des phénotypes "stalk cell" et 
"tip cell" (Moya I. 2010).   
 
2.2.4 Invalidation de TAK1 et angiogenèse 
 
 TAK1 a été présentée dans les voies Smad-indépendantes en réponse à TGF-β ou aux 
BMPs. L'invalidation de TAK1 conduit à un phénotype en tout point semblable à 
l'inactivation d'ALK1 que ce soit chez la souris ou chez le poisson zèbre (figure 53B) (Jadrich 
J. L. 2006). L'invalidation d'ALK1 et de TAK1 dans le poisson zèbre donne des défauts 
angiogéniques encore plus prononcés. Par contre l'injection d'ARNm de TAK1 pour sa 
surexpression dans un poisson zèbre invalidé pour ALK1 restaure partiellement un phénotype 
normal (Jadrich J. L. 2006). Aucun lien direct entre ALK1 et TAK1 n'a à ce jour été décrit.   
 
2.2.5 Invalidation d'Id1 et d'Id3 et angiogenèse 
 
 Les Inhibiteurs de la différenciation (Id) 1 et 3 sont des facteurs de transcription hélice 
boucle hélice induits fortement par les BMPs via la voie Smad (Korchynskyi O. 2002). 
L'invalidation de trois des quatres allèles de ces deux gènes ne donnent pas de phénotype. La 
double invalidation de ces deux gènes donnent un phénotype létal à E 13.5 avec notamment 
des défauts d'angiogenèse (vaisseaux dilatés, hémorragies craniales) (figure 53C) (Lyden D. 
1999).  








3. ALK1, Endogline et BMP9/BMP10 : un trio sanguin ! 
 
 Je vais dans cette partie me focaliser sur un récepteur, à savoir ALK1. Cette partie sera 
consacrée à la présentation du complexe de signalisation d'ALK1.  
 L'étude de deux maladies vasculaires, la maladie de Rendu-Osler et l'hypertension 
artérielle pulmonaire, a permis de pressentir le complexe de récepteur pour la signalisation 
d'ALK1. En effet, le fait que la maladie de Rendu-Osler soit causée par des mutations 
d'ACVRL1 ou de l'Endogline tend à prouver que ces deux récepteurs fonctionnent dans un 
même complexe de récepteurs. De plus, l'hypertension artérielle pulmonaire familiale est 
causée par des mutations d'ACVRL1 ou de BMPR2, ce qui suggère une interaction 
fonctionnelle entre ces deux récepteurs. Je vais décrire ici les étapes de la découverte du 
complexe de signalisation d'ALK1. 
 
3.1 Le récepteur ALK1 
 
3.1.1 Historique et site d'expression d'ALK1 
 
 ALK1 fut cloné en 1993 à partir du tractus urogénital d'un embryon de rat et désigné 
sous le nom de SKR-3 (Serine/threonine-Kinase Receptor 3) (He W. W. 1993). La même 
année, ALK1 humain, également appelé TSR-1 (TGF-β Superfamily Receptor-type 1), fut 
cloné par deux équipes (Attisano L. 1993) (ten Dijke P. 1993). En 1996, Panchenko et 
collaborateurs ont découvert la particularité d'ALK1 à savoir son expression restreinte aux 
cellules endothéliales (Panchenko M. P. 1996). Une première étude par northern blot a 
démontré l'expression très forte d'ALK1 dans les poumons du rat. Mais c'est grâce à une 
hybridation in situ que cette équipe a pu mettre en évidence l'expression d'ALK1 dans les 
vaisseaux sanguins (ceux des poumons, mais aussi l'aorte, la veine cave et des vaisseaux 
d'autres organes), et plus précisément dans les cellules endothéliales. C'est aussi en 1996 que 
des mutations du gène ACVRL1 ont été reconnues comme responsables de la maladie de 
Rendu-Osler de type 2 (Johnson D. W. 1996). L'implication d'ALK1 dans cette maladie 
vasculaire et son expression restreinte aux cellules endothéliales ont fait alors d'ALK1 un 
récepteur de grande importance pour l'étude du système vasculaire. Un an plus tard, en 1997, 
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une étude plus précise a permis d'étudier l'expression d'ALK1 au cours du développement de 
l'embryon de souris (Roelen B. A. 1997). Ainsi, par RT-PCR et hybridation in situ, ALK1 a 
été détecté dès E 6.5. Entre E 7.5 et 8.5, les sites d'expression d'ALK1 coïncident avec ceux 
de la vasculogenèse et dans les trophoblastes (Roelen B. A. 1997). Au stade E 9.5 à 12.5, 
ALK1 est présent dans l'endothélium vasculaire de nombreux organes et tissus.  
 Quelques études ont montré une expression d'ALK1 en dehors du système vasculaire. 
Ainsi ALK1 a été détecté dans la pulpe des dents chez le rat (Toyono T. 1997), dans 
l'épithélium conjonctif de la cornée et de l'iris, dans les kératynocytes (Obata H. 1999), dans 
les cellules de l'épiderme (Beger B. 2006), dans le système nerveux central (Lopez-Coviella I. 
2006) et dans les chondrocytes (Finnson K. W. 2008). Cependant, ces études sont souvent 
basées sur des détections par RT-PCR, sans détection de la protéine (les anticorps anti ALK1 
étant peu fiables). Une confirmation de ces sites semble donc être nécessaire. 
  
3.1.2 Complexe de signalisation d'ALK1 
 
 L'étude de la signalisation d'ALK1 se compose principalement en deux parties : la 
découverte des R-Smads activées par ALK1 et la recherche du ou des ligand(s) d'ALK1. 
 
 Dès 1998 les R-Smads phosphorylées par ALK1 ont été découvertes : il s'agit des 
Smad1/5/8 (Macias-Silva M. 1998). L'étude a été réalisée par transfection de Cos-1, cellules 
n'exprimant pas d'ALK1 endogène, avec une forme constitutivement active d'ALK1 (forme 
mutée avec remplacement de la glutamine 201 par un résidu d'acide aspartique qui mime ainsi 
la phosphorylation des récepteurs de type 2 sur ALK1). ALK1 active donc la voie dite des 
BMPs, au même titre qu'ALK2/3/6. Une étude récente a montré la possibilité pour ALK1 de 
phosphoryler Smad2 mais pas Smad3, de manière faible et transitoire (Upton P. D. 2009). 
 
 La recherche du ligand d'ALK1 fut plus difficile et débattue. Lors du clonage d'ALK1 
humain, les tests de liaisons du TGF-β et de l'activine-A marqués à l'iode 125 montrent une 
liaison de ces cytokines sur ALK1 surexprimé dans des Cos-1 en présence des récepteurs de 
type 2 (respectivement TβR2 et ActR2), bien que faible par rapport à ALK5 pour TGF-β et à 
ALK2 et ALK4 pour l'activine-A (Attisano L. 1993) (ten Dijke P. 1994). Ces deux cytokines 
sont dans un premier temps considérées comme les ligands d'ALK1. Cependant, les tests 
cellulaires fonctionnels montrent que les effets du TGF-β ne sont pas restaurés, dans des 
  
                                              
Figure 54 : Modèle de signalisation d'ALK1 avec TGF-β comme ligand. 
TGF-β se lie sur un complexe dont les récepteurs de type 1 sont ALK1 et ALK5. L'endogline 
est indispensable à la formation du complexe. 
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cellules déficientes en ALK5, par ALK1 et qu'ALK1 ne donne pas les réponses 
transcriptionnelles de l'activine (Attisano L. 1993) (ten Dijke P. 1994). De plus, le TGF-β 
endogène ne lie pas ALK1 sur les cellules d'aorte porcine (ten Dijke P. 1994). Andreas Lux 
compliqua la donne en 1999 en confirmant la liaison de TGF-β1 et TGF-β3 ainsi que de 
l'activine-A sur ALK1 mais en montrant qu'un ligand présent dans le sérum n'était pas inhibé 
par un anticorps anti-TGF-β ou par l'inhibine (Lux A. 1999). Cette étude marque une étape 
importante dans la compréhension de la signalisation d'ALK1. En effet, la réalisation de 
récepteur chimérique avec le domaine extracellulaire d'ALK1 et le domaine intracellulaire 
d'ALK5 permet de montrer qu'un tel récepteur est capable d'activer la voie Smad2/3 en 
réponse à TGF-β1, TGF-β3 et du sérum humain. L'utilisation d'un anticorps anti-TGF-β ne 
permet pas d'inhiber l'action du sérum suggérant un ligand différent de TGF-β dans le sérum. 
L'utilisation d'ALK1 sauvage ou constitutivement actif (Q201D) ne permet pas la 
phosphorylation de Smad2/3. La voie de signalisation d'ALK1 ne semble pas être la voie 
Smad du TGF-β. Deux groupes réalisent en 2000 des immunoprécipitations après réticulation 
de TGF-β radiomarqué sur des HUVECs (Human Umbelical Vein Endothelial Cells). Alors 
que ces équipes utilisent le même anticorps dirigé contre ALK1, leur conclusion sur la 
capacité d'ALK1 à lier TGF-β diffère (Oh S. P. 2000) (Abdalla S. A. 2000).    
 C'est en 2002 que le groupe de Peter Ten Dijke propose le premier modèle de 
signalisation pour ALK1 (Goumans M. J. 2002). En utilisant des MEECs (Mouse Embryonic 
Endothelial Cells) et des BAECs (Bovine Aortic Endothelial Cells), les auteurs montrent que 
TGF-β peut phosphoryler les deux voies Smad : la voie dite TGF-β (Smad2/3) et la voie dite 
BMP (Smad1/5/8). En utilisant des oligonucléotides ciblant spécifiquement ALK1 ou ALK5, 
ils démontrent qu'ALK5 est indispensable à la phosphorylation des deux voies Smad alors que 
l'extinction d'ALK1 n'a d'effet que sur la phosphorylation des Smads de la voie BMP et que 
cette phosphorylation n'est pas totalement abolie lors de cette extinction. Les auteurs 
proposent alors un modèle où ALK1 et ALK5 interagissent. Ce modèle sera affiné en 2003, 
avec la publication par cette même équipe de la nécessité de l'activité kinase d'ALK5 pour la 
réponse à TGF-β dans des cellules endothéliales (Goumans M. J. 2003). Ils proposent alors 
que TGF-β1 et TGF-β3 lient un complexe comportant deux récepteurs TβR2, un récepteur 
ALK5 et un récepteur ALK1 (figure 54). ALK1 dans ce complexe serait alors activé et 
phosphorylerait Smad1/5/8. En 2004, la même équipe complète le modèle en démontrant le 
rôle indispensable de l'endogline (Lebrin F. 2004). En effet, en absence d'endogline seules les 
Smad2/3 sont phosphorylées en réponse à TGF-β3 via le complexe TGF-β/ALK5/TβR2. 
Cependant la phosphorylation de Smad1/5/8 par TGF-β a été décrite comme très transitoire 
  
                                 
Figure 55 : Modèle de signalisation d'ALK1 avec BMP9/BMP10 comme ligand. 
BMP9 se lie sur un complexe dont les récepteurs de type 1 sont deux monomères d'ALK1. 
L'endogline n'est pas indispensable à la formation de ce complexe. 
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(une heure), ce qui s'oppose aux phosphorylations de Smad2/3 par TGF-β ou de Smad1/5/8 
par les BMPs (Goumans M. J. 2002) (Valdimarsdottir G. 2002). L'équipe de P. Ten Dijke 
expliquent cette particularité en 2006, en montrant que TGF-β1 induit Smad7 qui recrute alors 
la phosphatase PP1α (Valdimarsdottir G. 2006).  
 
 Bien que TGF-β soit décrit comme le ligand d'ALK1 depuis sa découverte, plusieurs 
zones d'ombre restaient au tableau jusqu'à récemment. En effet, TβR2 est indispensable dans 
le modèle de P. Ten Dijke car il est le seul récepteur à pouvoir lier TGF-β avec une grande 
affinité. Cependant, aucun interaction entre ce récepteur et ALK1 n'a été démontrée. De plus, 
l'inhibiteur d'ALK5 (SB-431542) inhibe la signalisation TGF-β sur les deux voies Smad 
(Goumans M. J. 2003). Or ce composé n'inhibe pas ALK1. Ainsi, en suivant le modèle décrit, 
soit ALK5 phosphoryle directement à la fois les Smads de la voie TGF-β et les Smads de la 
voie BMP, soit ALK5 phosphoryle et active ALK1 (hypothèse avancée par les auteurs 
(Goumans M. J. 2003)). Des travaux ultérieurs démontrent qu'en fait ALK5 peut phosphoryler 
les deux voies Smad (Liu I. M. 2009) (Wrighton K. H. 2009b). De plus, la géométrie des 
complexes des récepteurs rend peut probable la phosphorylation d'un récepteur de type 1 par 
un autre récepteur du type 1 (figure 72). Enfin les travaux de Seki qui ont montré l'expression 
d'ALK1 dans les cellules endothéliales et d'ALK5 dans les cellules de muscle lisse (travaux 
présentés précédemment) tendent à contredire la possibilité d'une interaction entre ALK5 et 
ALK1 in vivo (Seki T. 2006). Le groupe de P. Oh a décrit un phénotype vasculaire fort pour 
les souris invalidées ALK1 suite à l'expression de la Cre recombinase sous le contrôle du 
promoteur L1, alors que l'invalidation d'ALK5 par le même promoteur n'induit aucun 
phénotype (Park S. O. 2008). Rappelons aussi que Lux avait prouvé l'existence d'un ligand 
dans le plasma différent de TGF-β (Lux A. 1999). Tous ces éléments poussent à penser que 
TGF-β n'est pas le ligand physiologique d'ALK1 et qu'un autre modèle doit être proposé. En 
2005, une étude en résonnance plasmonique de surface montre qu'ALK1 immobilisé ainsi que 
BMPR2 immobilisé peuvent lier BMP9 (Brown M. A. 2005).  
 
 C'est en 2007 que deux autres ligands proches sont découverts : BMP9 et BMP10 
(David L. 2007a) (Scharpfenecker M. 2007). Dès lors, un autre modèle est proposé où un 
dimère d'ALK1 et un dimère de BMPR2 ou d'ActR-2A lient BMP9 ou BMP10 (figure 55). 
L'endogline est montrée comme activatrice sur ce complexe, sans être indispensable. En 2008, 
BMP9 est décrite comme une cytokine circulante et un anticorps neutralisant BMP9 éteint 
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totalement la stimulation d'ALK1 par le sérum (David L. 2008). Le ligand pressenti par Lux 
se révèle donc être BMP9.    
 
 Notons enfin que la VE-cadherine, protéine de jonction des cellules endothéliales, joue 
un rôle dans l'interaction entre les récepteurs de la famille TGF-β, augmentant ainsi la 
signalisation d'ALK1 (Rudini N. 2008).  
 
3.1.3 Effets cellulaires d'ALK1 
 
 Les fonctions biologiques d'ALK1 sont controversées et l'absence jusqu'en 2007 d'un 
ligand spécifique a rendu ces études difficiles. TGF-β1 et TGF-β3 ne permettent pas d'étudier 
spécifiquement les effets d'ALK1 puisqu'ils activent fortement ALK5.  
 La surexpression d'une forme constitutivement active (notée ALK1ca) dans des 
cellules endothéliales a été couramment employée. En 2002, Ota et collaborateurs ont montré 
que la surexpression dans les HUVECs d'ALK1ca inhibait légèrement leur prolifération et 
avait peu d'effet sur leur organisation en tubules sur une matrice de collagène (Ota T. 2002). 
La même année, Lamouille et collaborateurs ont montré sur diverses lignées cellulaires 
(HMVECd : Human MicroVascular Endothelial Cell from the dermis ; HMVECl : Human 
MicroVascular Endothelial Cell from lungs ; HUVECs ; HMEC-1 : Human Microvacular 
Endothelial Cell, lignée cellulaire immortalisée) que la surexpression d'ALK1ca inhibait la 
migration et la prolifération de ces cellules (Lamouille S. 2002). Koleva et collègues ont aussi 
obtenu une baisse de la prolifération des HUVECs en surexprimant ALK1ca, en mettant en 
avant une diminution de l'interaction entre les cellules et la matrice extracellulaire lors de 
cette surexpression (Koleva R. I. 2006). A l'inverse le groupe de Peter ten Dijke a publié une 
stimulation de la migration de MEECs et de la prolifération de BAECs lors de la 
surexpression d'ALK1ca (Goumans M. J. 2002). Il semble donc que l'effet d'ALK1 soit très 
dépendant de la lignée cellulaire utilisée (cellules immortalisées ou primaires, conditions de 
culture).   
 Une stratégie inverse a été suivie par David et collaborateurs en inhibant par siRNA 
ALK1 dans des cellules HMVECd. Il en résulte une augmentation de la migration de ces 
cellules endothéliales (David L. 2007b). Cet effet est Smad indépendant et passerait par les 
MAPKs (JNK et Erk). Les autres BMPs (BMP2/4/6/7 cf. Implication d'autres membres dans 
l'angiogenèse) induisent la migration des cellules endothéliales via l'expression  
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Smad-dépendante d'Id1 (Valdimarsdottir G. 2002). L'inhibition de la migration des cellules 
endothéliales Smad-indépendante est donc une particularité du récepteur ALK1 par rapport 
aux autres récepteurs des BMPs des cellules endothéliales. Une étude comparant les effets de 
la surexpression d'ALK1 et de l'inhibition d'ALK1 par siRNA dans des cellules endothéliales 
de capillaires de rétines humaines a montré une diminution de la migration et de la 
prolifération des cellules surexprimant ALK1 couplée à une diminution des structures 
tubulaires formées sur du Matrigel (Li B. 2008). La protéine CK2β (Casein Kinase 2β) 
interagit avec ALK1 et serait impliquer dans l'inhibition de la migration des cellules 
endothéliales (Lee N. Y. 2009). Les auteurs montrent un rôle primordial de CK2β dans 
l'induction de la voie Smad1/5/8 par ALK1, sans donner de mécanisme d'action. L'influence 
de la CK2β dans les autres voies impliquées dans l'inhibition de la migration (JNK et Erk) 
n'est pas étudiée. 
 En 2005, un test in vivo avec surexpression d'ALK1 dans le test d'angiogenèse de la 
cornée de la souris à montrer un effet inhibiteur d'ALK1 sur l'angiogenèse induite par FGF2 
(Albe E. 2005). 
 Une étude portant sur des tumeurs pancréatiques montre une expression d'ALK1 dans 
les carcinomes pancréatiques (Ungefroren H. 2007). Sans révéler le ligand pouvant activer 
ALK1 dans ces carcinomes, les auteurs montrent un rôle anti-prolifératif d'ALK1 sur ces 
cellules cancéreuses. 
 
3.1.4 Régulateurs de l'expression d'ALK1 
 
 Plusieurs facteurs, physiques et biochimiques, ont une influence sur le taux d'ALK1 en 
régulant sa transcription.  
 
 Parmi les facteurs physiques, le flux sanguin a été décrit comme nécessaire à 
l'expression d'ALK1. Des progéniteurs de cellules endothéliales en culture sur lesquelles un 
flux est appliqué expriment des marqueurs artériels et ont une forte augmentation du taux 
d'ALK1 (Obi S. 2009). Une étude in vivo dans le poisson zèbre a confirmé le rôle du flux dans 
l'expression d'ALK1 (Corti P. 2011). L'absence de flux par arrêt des battements cardiaques 
rend l'expression d'ALK1 indétectable par hybridation in situ.    
 L'hypoxie est aussi un facteur qui influence le niveau de transcription d'ALK1. Ainsi, 
les cellules endothéliales pulmonaires de rat soumises à une hypoxie pendant 15 jours ont une 
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diminution de l'expression de BMPR2 mais une augmentation de celle d'ALK1 (Takahashi K. 
2007). Un autre groupe confirma la surexpression d'ALK1 dans des cellules endothéliales 
soumises à l'hypoxie et montra aussi une surexpression de l'endogline dans ces conditions 
(Tian F. 2010).  
 
 Dans le syndrome d'hyperplasie du cœur droit, l'expression d'ALK1 au niveau du 
ventricule droit serait doublée par rapport à son expression dans un cœur sain. Cependant ce 
résultat est à prendre avec précaution car les auteurs trouvent en PCR (Polymerase Chain 
Reaction) quantitative un grand nombre de gènes dérégulés, comme BMP9 (qui sera décrite 
dans la partie 3.3), avec une expression qui serait triplée dans le ventricule gauche des cœurs 
atteints de ce syndrome. Or, BMP9 n'est pas détectée d'après nos données ainsi que celle de la 
littérature dans le cœur sain (Bidart M. 2011). Les liens de causes à effets de ces expressions 
différentielles dans ce syndrome n'ont pas été mis à jour. 
 
 Concernant les facteurs biochimiques de régulation de l'expression d'ALK1, BMP2 et 
BMP4 régulent de manière dose dépendante (effet en cloche) l'expression d'ALK1 dans les 
cellules endothéliales (Yao Y. 2006). 
 Les lipoprotéines de haute densité (HDL pour High Density Lipoproteins) augmentent 
l'expression d'ALK1 sur des cellules endothéliales en culture. Cette induction est indirecte et 
résulte de l'augmentation d'ALK2 par les HDL et de la stimulation d'ALK2 ainsi surexprimé 
par BMP4. Le glucose augmente aussi l'expression de BMP2 et BMP4 par des cellules 
endothéliales aortiques et augmente par conséquent ALK1 (Bostrom K. I. 2011).  
 L'étude du promoteur d'ALK1 a mis à jour plusieurs régulateurs potentiels. Parmi eux, 
Sp1 (Specificity Protein 1), un facteur de transcription, possède quatorze sites de fixations 
putatifs dans la séquence du promoteur d'ALK1 et a été montré comme le facteur clé dans le 
niveau basal d'expression d'ALK1 (Garrido-Martin E. M. 2010). Sp1 régule aussi le niveau 
basal de l'endogline (Botella L. M. 2001). Cette régulation basale pourrait aussi se faire via le 
facteur de transcription KLF6 (Kruppel-Like Family 6) (Garrido-Martin E. M. 2010) (Botella 
L. M. 2002). Trois séquences pour la fixation de HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α) ont 
aussi été décrites, ce qui corrèle avec l'effet de l'hypoxie sur l'expression d'ALK1 (Garrido-
Martin E. M. 2010). De plus HIF-1α régule l'expression de l'endogline (Sanchez-Elsner T. 
2002). Des sites pour les facteurs de transcription AP1 (Activator Protein 1) et NFκB 
(Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) suggèrent aussi une 
régulation d'ALK1 par des cytokines de l'inflammation (Garrido-Martin E. M. 2010).      
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 Un rapport de cas montre que l'immunosuppresseur FK506 donné à un patient ayant 
subit une transplantation hépatique augmente le taux d'endogline et d'ALK1 (Albinana V. 
2011). Le Raloxifène, modulateur des récepteurs aux oestrogènes, augmente aussi le taux 
d'ALK1 et d'endogline sur des cellules endothéliales en culture (Albinana V. 2010). 
 
 Enfin, ALK1 a été montré plus exprimé dans la vascularisation des rétines Dll4 +/- par 
rapport aux sauvages (del Toro R. 2010). L'augmentation du nombre de "tip cells" dans les 
rétines des souris hétérozygotes suggère qu'ALK1 soit fortement exprimé dans les "tip cells". 
 
3.2 L'endogline, co-récepteur impliqué dans la signalisation ALK1 
 
3.2.1 Historique et sites d'expression de l'endogline 
 
 L'endogline (également appelée CD105) fut initialement identifiée par un anticorps 
monoclonal (44G4) dirigé contre une lignée cellulaire pré-lymphoblastique B (Quackenbush 
E. J. 1985). Le clonage de l'endogline a eu lieu en 1990, ce qui a permis de caractériser 
l'endogline en tant que glycoprotéine transmembranaire (Gougos A. 1990).   
 La localisation de l'endogline sur les cellules endothéliales fut mise en évidence en 
1986 soit un an après son identification (Quackenbush E. J. 1986), et confirmée en 1988 
(Gougos A. 1988). Des études plus poussées ont permis de montrer une expression de 
l'endogline dans les cellules endothéliales des vaisseaux du sac vitellin, de l'aorte dorsale, et 
du tube cardiaque primitif entre E 7.5 et E 8.5. Entre E 9.5 et E 13.5, l'expression est 
retrouvée dans les cellules endothéliales de l'embryon (Jonker L. 2002). Lors de 
l'embryogenèse humaine, l'endogline est exprimée dans l'endothélium vasculaire entre la 4ème 
et la 8ème semaine de la grossesse (Qu R. 1998), ainsi que dans les syncytiotrophoblastes 
(Gougos A. 1992). A l'âge adulte, l'endothélium microvasculaire exprime fortement 
l'endogline (Wong S. H. 2000). L'expression de l'endogline est hétérogène dans l'endothélium 
vasculaire. Ainsi, l'expression de l'endogline est forte dans les endothéliums soumis à une 
angiogenèse active, comme lors d'une situation d'ischémie, d'une réponse inflammatoire ou 
encore lors de la croissance tumorale (Burrows F. J. 1995) (Szekanecz Z. 1995) (Duff S. E. 
2003). De plus, dans une situation basale, l'endogline n'a pas une expression uniforme à 
l'intérieur même des organes, comme ce fut démontré pour le foie (Sawabe M. 2001) ou le 
  
 
Figure 56 : Différents complexes de signalisation de l'endogline. 
L'endogline peut lier les complexes de signalisation de TGF-β, BMP2, BMP7, BMP9/10 et 
aussi de l'activine (complexe non représenté). Ses actions activatrices ou inhibitrices sont 
discutées (voir texte). L'endogline est indispensable au complexe TGF-β/ALK1/ALK5 (flèche 
rouge). L'endogline seule ne lie pas les ligands, excepté BMP9/10. 
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poumon. Ainsi, dans le poumon, l'endogline est plus fortement exprimée dans les capillaires, 
plus faiblement dans les veines et uniquement dans les branches artérielles distales (Mahmoud 
M. 2009).  
 D'autres cellules expriment l'endogline, comme les monocytes, les cellules souches 
hématopoïétiques, les cellules conjonctives, les kératinocytes, les fibroblastes, les 
syncytiotrophoblastes et les cellules de muscle lisse (Gougos A. 1988) (Lastres P. 1992) 
(O'Connell P. J. 1992) (Rokhlin O. W. 1995) (Adam P. J. 1998) (Chen C. Z. 2002) (St-
Jacques S. 1994).   
 
3.2.2 Complexe de signalisation de l'endogline 
 
 L'endogline est exprimée à la surface des cellules sous la forme d'un dimère covalent 
(présence d'au moins un pont disulfure interchaîne).  
 L'endogline peut lier TGF-β1, TGF-β2 lorsque ces ligands sont déjà liés sur TβR2 ; 
Activine-A et BMP7 lorsque ces ligands sont liés sur ActR2A ou B ; ainsi que BMP2 
lorsqu'elle est liée à ALK3 ou ALK6 (Barbara N. P. 1999). L'endogline peut lier BMP9 sans 
que cette cytokine soit déjà liée par un de ces récepteurs (figure 56) (Scharpfenecker M. 
2007). 
 Les études de l'effet de l'endogline sur la signalisation TGF-β sont contradictoires. 
Ainsi, plusieurs groupes ont montré un effet inhibiteur des deux isoformes de l'endogline sur 
la signalisation du TGF-β (Lastres P. 1996) (Letamendia A. 1998) (Li C. 2000b) (Guo B. 
2004). Le groupe de Peter ten Dijke a montré que l'invalidation de l'endogline par siRNA 
dans des MEECs diminuait l'activation de la voie Smad1/5/8 et augmentait l'activation de la 
voie Smad2/3 en réponse à TGF-β ; par contre dans des MEECs dérivées d'embryons 
hétérozygotes pour l'endogline, les deux voies Smad sont diminuées en réponse à TGF-β 
(Lebrin F. 2004). Cette opposition peut s'expliquer par l'immortalisation des cellules 
hétérozygotes alors que les cellules sauvages étaient gardées primaires ainsi qu'une adaptation 
des souris, le niveau d'ALK5 étant inférieur dans les souris hétérozygotes par rapport aux 
souris sauvages (Lebrin F. 2004). Pece-Barbara utilisa aussi des MEECs, dérivées d'embryons 
sauvages et invalidées pour l'endogline puis immortalisées, et n'obtint pas les mêmes résultats 
puisqu'elle ne nota pas d'effet de l'endogline sur la voie Smad2/3 et nota un effet inhibiteur de 
l'endogline sur la voie Smad1/5/8 (Pece-Barbara N. 2005). Là aussi les lignées cellulaires 
  
                
 
Figure 57 : Effet différentiel des deux isoformes de l'endogline sur la signalisation 
ALK1/ALK5. 
La forme longue de l'endogline (L-Endogline) augmente la voie ALK1 et inhibe la voie 
ALK5, tandis que la forme courte de l'endogline (S-Endogline) augmente la voie ALK5 et a 





utilisées ainsi que les conditions de culture semblent influencer grandement les résultats 
obtenus.  
 Les effets peuvent aussi varier en fonction de l'état de phosphorylation de l'endogline. 
En effet, l'endogline peut être phosphorylée par ALK5 et TβR2, ce qui diminuerait 
l'interaction de l'endogline avec ces récepteurs (Guerrero-Esteo M. 2002). Une autre 
explication sur les résultats contradictoires réside dans le ratio entre les deux isoformes de 
l'endogline, S-endogline ayant une affinité plus forte pour ALK5 que pour ALK1 (Blanco F. 
J. 2008) et inversement pour L-endogline (Blanco F. J. 2005). Ainsi, S-endogline 
augmenterait la signalisation ALK5, alors que L-endogline inhiberait cette signalisation. Par 
contre L-endogline stimulerait la signalisation ALK1 et S-endogline n'aurait pas d'effet sur 
cette voie (figure 57) (Blanco F. J. 2008) (Velasco S. 2008). Le ratio entre ces deux formes 
variant en fonction des conditions de culture (nombre de passages, cellules 
primaires/immortalisées,…) (Blanco F. J. 2008), ces dernières peuvent considérablement 
influencer les résultats des études de l'endogline sur les voies Smad. 
 
3.2.3 Effets cellulaires de l'endogline 
 
 Comme pour ALK1, les résultats d'étude de l'effet de l'endogline sur la migration et la 
prolifération des cellules endothéliales sont contradictoires. Sanz-Rodrigues et collaborateurs 
ont surexprimé l'endogline dans une lignée de cellules endothéliales bovines (GM7372) et ont 
montré une inhibition de la migration des cellules endothéliales par l'endogline (Sanz-
Rodriguez F. 2004). De plus, d'autres équipes ont utilisé des cellules endothéliales dérivées 
d'embryons de souris invalidées pour l'endogline et ont obtenu une hyper-prolifération (Pece-
Barbara N. 2005) et une augmentation de la migration (Lee N. Y. 2007). Cependant, d'autres 
groupes, dont celui de Peter ten Dijke, ont trouvé que les cellules endothéliales dérivées 
d'embryons de souris hétérozygotes ou isolées à partir de l'aorte de souris hétérozygotes 
avaient des défauts de prolifération et de migration (Lebrin F. 2004) (Jerkic M. 2006). 
 Des études ont permis de montrer qu'ALK1 phosphoryle l'endogline sur des résidus 
thréonine (Koleva R. I. 2006) et qu'un de ces résidus (T650) interagit avec la β-arrestine-2 
(Lee N. Y. 2007). Or, un mutant T650A de l'endogline perd cette possibilité d'interaction, ce 
qui a pour conséquence une augmentation de la phosphorylation de Erk dans les cellules 
endothéliales couplée à une augmentation de leur migration. La phosphorylation sur cette 
thréonine par ALK1 semble donc induire une interaction entre l'endogline et la β-arrestine-2 
  
                    
 
Figure 58 : Structure cristallographique du dimère mature de BMP9. 
D'après (Brown M. A. 2005). 
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qui inhibe alors la voie Erk et par conséquence la prolifération des cellules endothéliales (Lee 
N. Y. 2007).  
 L'endogline participe aussi à l'activité de la NO synthase endothéliale (eNOS). En 
effet, l'endogline permet le recrutement d'eNOS au niveau des cavéoles et permet ainsi son 
interaction avec cavéoline-1 et HSP-90, protéines indispensables à la synthèse du NO par 
eNOS (Jerkic M. 2004) (Toporsian M. 2005). L'expression d'eNOS est activée par TGF-β via 
ALK5 et nécessite la présence de l'endogline (figure 64) (Santibanez J. F. 2007). 
 Enfin, une forme circulante par clivage du domaine extracellulaire existe. Un fort taux 
de cette forme est relié à un mauvais pronostic dans les cancers ou à une pré-éclampsie dans 
la grossesse (Li C. 2000a) (Calabro L. 2003) (Venkatesha S. 2006).  
 
3.3 BMP9 et BMP10, ligands physiologiques d'ALK1 
 
3.3.1 Historique et structure de BMP9 
 
 BMP9, appelée aussi GDF2 pour Growth and Differentiation Factor-2, a été 
découverte et clonée en 1994 à partir d'ADNc de foie de souris (Celeste A. J. 1994). Cette 
BMP est apparue comme particulière puisqu'elle avait peu d'homologie par rapport aux autres 
BMPs déjà connues (autour de 50 % d'homologie en acides aminés entre BMP9 et BMP2, 4, 
5, 6, 7, 8). BMP9 est composée de 429 acides aminés contenant un peptide signal de 22 acides 
aminés, un prodomaine de 295 acides aminés et une région mature de 108 acides aminés. 
Après clivage par une sérine endoprotéase, la forme mature dimérique reste associée au 
prodomaine, sans avoir d'effet sur son activité (Chen C. 2003) (Brown M. A. 2005). La 
structure cristallographique de BMP9 a été réalisée en 2005 par l'équipe de Brown (figure 58) 
(Brown M. A. 2005). BMP9 est retrouvée dans le foie adulte, ainsi que dans le système 
nerveux central de la souris à partir de E 14 et dans les ostéoblastes humains (Song J. J. 1995) 
(Lopez-Coviella I. 2000) (Miller A. F. 2000) (Suttapreyasri S. 2006). 
 BMP9 peut lier directement ALK1 (David L. 2007a) (Scharpfenecker M. 2007) ainsi 
que l'endogline (Scharpfenecker M. 2007) (Castonguay R. 2011), et ALK2 mais uniquement 




3.3.2 Effets de BMP9 sur les cellules endothéliales 
 
 Les effets de BMP9 sur les cellules endothéliales in vitro sont controversés. En effet, 
deux groupes ont publiés des effets anti-angiogéniques de BMP9 (David L. 2007a) 
(Scharpfenecker M. 2007). Le premier groupe a montré que BMP9 inhibe la migration des 
cellules endothéliales (lignée HMVECd) dans un test de blessure d'une couche confluente de 
cellules endothéliales et inhibe la prolifération cellulaire (David L. 2007a). Le second groupe 
confirma ces deux inhibitions (migration et prolifération) sur des cellules endothéliales 
(lignée BAEC) stimulées par du FGF2. (Scharpfenecker M. 2007). Par contre, BMP9 est 
décrit comme pro-angiogénique par induction de la prolifération de plusieurs lignées de 
cellule endothéliale, ainsi que dans la vascularisation d'un implant de Matrigel in vivo et dans 
un modèle de tumeur pancréatique (Suzuki Y. 2010). Les auteurs ont utilisés trois lignées 
cellulaires : les MESECs (Mouse Embryonic-Stem-cell-derived Endothelial Cells), les TECs 
(Tumor Endothelial Cells), ainsi que les NECs (Normal tissu Endothelial Cells). Les 
différences entre les lignées utilisées et leurs conditions de culture peuvent expliquer ces 
résultats opposés.  
 Une publication récente du groupe suédois de K. Pietras montre des effets complexes 
entre TGF-β et BMP9 sur les cellules endothéliales. En effet, les auteurs montrent un effet 
synergique de BMP9 et TGF-β sur des HUVECs : TGF-β et BMP9 seul ayant un effet anti-
prolifératif et la combinaison des deux facteurs donnent un effet pro-prolifératif. De plus, les 
auteurs montrent qu'une stimulation des cellules endothéliales par TGF-β et BMP9 induit une 
sensibilisation des cellules aux facteurs angiogènes comme le VEGF et le FGF2 (Cunha S. I. 
2010). Cependant, ces données surprenantes n'ont pas pu être confirmées dans notre 
laboratoire, TGF-β n'inversant pas l'effet anti-angiogénique de BMP9 décrit précédemment 
par notre laboratoire (données non publiées).  
 Enfin, BMP9 a été montrée par notre laboratoire comme circulante à des doses 
biologiquement actives. La dose moyenne de BMP9 dans un sérum humain est de 5 ng/mL, 
ce qui est bien supérieur à l'EC50 (45 pg/mL) (David L. 2008). Les effets anti-angiogéniques 
de BMP9 décrits par le laboratoire dans des tests in vitro ont été confirmés par un modèle in 
vivo, BMP9 ayant inhibé l'angiogenèse induite par FGF2 dans une éponge implantée en sous-
cutané chez la souris. Un rôle vasoconstricteur de BMP9 sur les vaisseaux de la membrane 
chorioallantoïdienne de l'embryon du poulet a été montré (David L. 2008). BMP9 est aussi 
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capable d'inhiber la formation d'un réseau de cellules endothéliales à partir de métatarses de 
fœtus murins de 17 jours stimulés avec du VEGF (Scharpfenecker M. 2007). 
 
3.3.3 Cibles transcriptionnelles d'ALK1/BMP9 
 
 Quatre études transcriptomiques ont été réalisées à partir de cellules endothéliales en 
culture infectées avec un adénovirus codant pour ALK1 constitutivement actif (Ota T. 2002) 
(Lamouille S. 2002) (Wu X. 2006) (Lux A. 2006). Un autre groupe a utilisé des cellules 
endothéliales du cordon ombilical de nouveau-nés porteurs de mutations HHT-1 ou HHT-2 
pour une étude transcriptomique (Thomas B. 2007). Les données de ces transcriptomes sont 
parfois contradictoires. Néanmoins, certains effets transcriptionnels ont pu être mis à jour. 
Ainsi, ALK1 induit les gènes Id1 et Id2, Endothéline1, Jagged1, Smad6, Smad7, Endogline, 
BMPR2. Les inductions des gènes Id1 et 2, Smad6 et 7, Endogline et BMPR2 ont été 
confirmées par la stimulation de cellules endothéliales par BMP9 et BMP10 (David L. 
2007a). L'effet d'ALK1 sur l'expression du VEGF dans les cellules endothéliales n'est pas 
clair. En effet, une étude transcriptomique le trouve induit (Wu X. 2006) tandis qu'une autre le 
trouve inchangé (Ota T. 2002). Une étude sur des cellules endothéliales aortiques humaines et 
bovines stimulées par du BMP9 montre une diminution du VEGF, alors que les tissus des 
souris hétérozygotes pour ACVRL1 ont un taux de VEGF plus important que les sauvages 
(Shao E. S. 2009). Ces données suggèrent une inhibition du VEGF par BMP9/ALK1. 
L'induction de l'endothéline1 par la voie ALK1 a été confirmée lors d'une stimulation de 
cellules endothéliales par BMP9 (Star G. P. 2010). Enfin, soulignons que les effets 
transcriptionnels de BMP9 semblent être différents en fonction du récepteur de type 2 du 
complexe (Upton P. D. 2009). En effet, la présence de BMPR2 permet la phosphorylation de 
la voie Smad1/5/8, l'induction de l'interleukine 8 et de la E-sélectine, et a une action 
antiproliférative. Par contre, la présence d'ActR2A permet la phosphorylation des deux voies 
Smad (même si la phosphorylation de Smad2 est brève et faible) et n'a pas d'action 






3.3.4 Autres effets de BMP9 
 
 Plusieurs effets de BMP9 sur des cellules non endothéliales ont été décrits dans la 
littérature.  
 Le premier rôle concerne l'effet inhibiteur de BMP9 sur la prolifération de 
progéniteurs hématopoïétiques. Cependant, cet effet semble indirect et passerait par la 
sécrétion de TGF-β induit par BMP9 (Ploemacher R. E. 1999).    
 BMP9 a aussi un effet chondrogenique et ostéogenique. Ainsi, l'injection d'adénovirus 
exprimant BMP9 ou l'injection de recombinant BMP9 chez le rat ou la souris permet de 
réparer des lésions osseuses. BMP9 a même un pouvoir ostéogenique supérieur à celui de 
BMP2, 4, 6 ou 7 (Alden T. D. 2000) (Helm G. A. 2000) (Varady P. 2001) (Li J. Z. 2003a) (Li 
J. Z. 2003b) (Li J. Z. 2003c) (Li J. Z. 2005) (Hills R. L. 2005) (Takahashi T. 2007). L'effet 
chondrogenique de BMP9 a été demontré et s'effectue via l'induction de MMP-2 (Bergeron E. 
2007). BMP9 induit aussi la différenciation ostéogénique des cellules souches 
mésenchymateuses (CSMs) (Majumdar M. K. 2001). Cette induction passe par ALK1 et 
ALK2, récepteurs exprimés par les CSMs (Luo J. 2010) et est potentialisée par l'acide 
rétinoïque (Zhang W. 2010). BMP9 serait aussi impliquée dans l'ossification hétérotopique 
musculaire, en induisant l'ossification d'un muscle après une blessure (Leblanc E. 2010).  
 BMP9 a aussi des effets sur le système nerveux central. En effet, BMP9 est un 
puissant inducteur de la différenciation des progéniteurs neuronaux en neurones 
cholinergiques (Lopez-Coviella I. 2000). BMP9 induit aussi la sécrétion du NGF par une 
sous-population des neurones cholinergiques du cerveau antérieur basal qui expriment ALK1 
(Schnitzler A. C. 2010).  
 Enfin, BMP9 aurait des effets sur le métabolisme du glucose et du fer. Concernant le 
glucose, l'injection de BMP9 réduit la glycémie de rats diabétiques par induction de l'insuline, 
ce qui le place en premier facteur hépatique régulant le taux de glucose sérique (Chen C. 
2003) (Caperuto L. C. 2008). Dans la première étude, BMP9 induit aussi des enzymes clés du 
métabolisme lipidique (Chen C. 2003). BMP9 a aussi été décrite comme le responsable du 
taux de sécrétion basale de l'hepcidine par les cellules du foie, protéine clé dans le 
métabolisme du fer (Truksa J. 2006) (Babitt J. L. 2007). BMP9 est ainsi l'inducteur le plus 




3.3.5 Effets de BMP9 sur les cellules tumorales 
 
 Deux études récentes ont mis en lumière un effet de BMP9 sur certaines cellules 
tumorales.  
 Un premier groupe donne un rôle pro-apoptotique de BMP9 dans le cancer de la 
prostate (Ye L. 2008). D'après les travaux publiés, BMP9 induirait Par-4 (Prostate Apoptosis 
Response-4) dans les cellules tumorales de prostate, ce qui aboutirait à l'apoptose de ces 
cellules. Cependant, ces travaux sont critiquables et les résultats doivent être pris avec 
réserve. En effet, les auteurs commencent par évoquer une diminution de l'expression de 
BMP9 dans les tumeurs prostatiques. Cependant, l'analyse par RT-PCR semi-quantitatives de 
différentes lignées cellulaires de cancer prostatique ne comporte pas en contrôle des cellules 
prostatiques primaires et aucun contrôle négatif n'est proposé. De plus, les marquages en 
immunohistochimie sur une prostate saine et sur une tumeur prostatique ne sont pas positifs 
de manière flagrante. Aucune analyse des surnageants des cellules en culture, qui d'après 
l'analyse en RT-PCR exprimeraient BMP9, n'a été effectuée. Enfin, l'induction de Par-4 par 
BMP9 a été montrée sur des cellules en culture avec des doses de BMP9 très élevées (20 à 40 
ng/mL) ce qui montre une faible réponse des cellules prostatiques pour BMP9. D'ailleurs, 
ALK1 est absent de ces cellules (la présence d'ALK2, récepteur le plus proche d'ALK1, n'a 
pas été testée). Seul ALK6 semble présent, mais BMP9 a peu d'affinité pour ce récepteur, d'où 
la faible réponse de ces cellules pour BMP9.  
 La seconde étude a permis de révéler un rôle proprolifératif de BMP9 sur des cellules 
immortalisées de l'épithélium ovarien et sur des lignées de cellules cancéreuses ovariennes. 
Les travaux révèlent l'implication d'ALK2, et non d'ALK1, et de la voie Smad1 pour cette 
induction. Une analyse intéressante de biopsies de tumeurs ovariennes révèlent que 25 % des 
tumeurs ovariennes sécrètent du BMP9, qui devient alors un facteur autocrine, alors que 









3.3.6 BMP10 : un ligand physiologique d'ALK1 peu connu 
 
 BMP10 a été clonée en 1999. BMP10 fut alors trouvée principalement dans le cœur 
embryonaire et adulte, et faiblement dans le foie et les poumons (Neuhaus H. 1999). Pendant 
le développement cardiaque, BMP10 est exprimée transitoirement dans le myocarde du 
trabécule ventriculaire (entre E 9 et E 13.5). Entre E 16.5 et E 18.5, BMP10 est uniquement 
exprimée dans les oreillettes, et son expression est restreinte à l'oreillette droite après la 
naissance où elle inhibe la prolifération des cardiomyocytes et la croissance cardiaque (Chen 
H. 2004) (Chen H. 2006). BMP10 jouerait aussi un rôle dans l'hypertrophie cardiaque 
consécutive à une hypertension. Cependant, dans ce cas BMP10 induirait une prolifération 
des cardiomyocytes (Nakano N. 2007).    
 BMP10 est un ligand physiologique d'ALK1 (David L. 2007a), mais elle n'a pas été 
décrite jusqu'à présent comme circulante. 
 Deux études décrivent un rôle de BMP10 dans le cancer. La première étude donne un 
rôle pro-apoptotique pour BMP10 sur les cellules cancéreuses prostatiques. Cette étude a été 
faite par le même groupe que l'étude montrant l'induction de l'apoptose des cellules 
prostatiques par BMP9 (Ye L. 2009). La structure très proche des deux ligands BMP9 et 
BMP10 permet de ne pas être surpris de cette corrélation entre les effets de BMP9 et de 
BMP10. Cependant, j'émets les mêmes réserves sur leurs résultats concernant BMP10 que 
celles que j'avais évoquées sur leur étude avec BMP9, notamment sur l'expression de BMP10 
dans la prostate saine. Le même groupe a publié un effet de BMP10 sur l'agressivité du cancer 
du sein, où BMP10 limiterait la croissance tumorale et la dissémination métastatique (Ye L. 
2010). Cependant, un manque de rigueur apparait aussi dans ces travaux. L'expression de 
BMP10 dans la glande mammaire saine est peu convaincante, le marquage en 
immunohistochimie montrant des structures fortement marquées, sans aucun contrôle de 
spécificité des anticorps. Le marquage détecté étant restreint à des structures particulières 
(non commenté), la comparaison avec les marquages dans les tumeurs s'avère complexe 
puisque potentiellement dépendante des zones observées. L'analyse par RT-PCR quantitative 
est aussi peu fiable. En effet, aucun contrôle négatif n'est disponible, le nombre de copies est 
faible, avec une grande variabilité dans l'analyse des tissus sains, et aucun gène rapporteur 
n'est utilisé ce qui ne permet pas d'exclure des différences d'efficacité de la rétrotranscription 
(RT). Enfin, la croissance de tumeurs surexprimant BMP10 dans les souris n'est pas 
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significativement différente de la croissance des tumeurs contrôles, ce qui met en doute l'effet 
de BMP10 sur la croissance tumorale que les auteurs veulent mettre en lumière.  
 
4. La voie ALK1 et le cancer 
 
 Malgré les zones d'ombre nombreuses sur le rôle d'ALK1 dans l'angiogenèse, 
plusieurs laboratoires pharmaceutiques développent des inhibiteurs de la voie ALK1. Ainsi, 
Pfizer développe un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre ALK1 ; Genentech et 
Acceleron Pharma utilisent une protéine de fusion entre le domaine extracellulaire d'ALK1 
(ALK1ecd) et la partie Fc des immunoglobulines (ALK1-Fc). Le produit de Pfizer a montré 
une efficacité en retardant le développement de mélanomes et de tumeurs mammaires chez la 
souris (Hu-Lowe D. D. 2011). Les chercheurs d'Acceleron Pharma ont montré aussi 
l'efficacité de leur molécule sur des modèles de cancer de pancréas et de tumeurs mammaires. 
Notons que leur protéine de fusion ALK1-Fc ne lie pas TGF-β, initialement décrit comme 
ligand d'ALK1, mais lie et inhibe BMP9 et BMP10 (Mitchell D. 2010). Les deux produits 
précédemment cités sont actuellement en essai clinique. Enfin, une équipe de Genentech a 
démontré que bloquer ALK1 altère aussi la lymphangiogenèse, ce qui pourrait augmenter 
l'intérêt de ces molécules dans le traitement des cancers (Niessen K. 2010). 
 ALK1 pourrait aussi être utilisé comme biomarqueur. En effet, le nombre de cellules 
endothéliales circulantes est augmenté dans le sang de patients atteints de cancer. Or, ces 
cellules expriment ALK1. Des tests cliniques sont en cours pour valider ALK1 comme 
marqueur de l'avancée d'un cancer (Mancuso P. 2009). 
 L'endogline soluble est aussi testée pour bloquer l'angiogenèse tumorale. L'endogline 
soluble est capable de lier et de neutraliser BMP9 et BMP10 dans le sérum (Castonguay R. 
2011). Elle a une action anti-angiogénique sur un modèle murin de cancer du colon 







5. Implication d'autres membres dans l'angiogenèse 
 
 GDF5 (également appelé BMP14) a été la première BMP décrite comme ayant un rôle 
sur l'angiogenèse. GDF5 augmente l'angiogenèse in vivo et accélère la prolifération des 
cellules endothéliales (Yamashita H. 1997). 
 BMP2 n'a pas eu d'effet dans le test de la CAM ou de la cornée de lapin (Yamashita H. 
1997). Cependant, BMP2 stimule l'angiogenèse tumorale et la vascularisation d'un implant de 
Matrigel ou d'une éponge (Langenfeld E. M. 2004) (Raida M. 2005). Les effets de BMP2 sur 
la prolifération et la migration des cellules endothéliales sont variables en fonction des lignées 
cellulaires utilisées (Langenfeld E. M. 2004) (Rothhammer T. 2007) (Raida M. 2006) 
(Teichert-Kuliszewska K. 2006) (de Jesus Perez V. A. 2009) (Willette R. N. 1999).  
 BMP4 induit l'angiogenèse dans le test de la CAM (Ramoshebi L. N. 2000) (Stabile H. 
2007). Des billes relarguant du BMP4 dans l'embryon de caille augmente le nombre de 
vaisseaux sanguins (Nimmagadda S. 2005). BMP4 induit aussi la prolifération et la migration 
des cellules endothéliales (Suzuki Y. 2008) (Rothhammer T. 2007) (Stabile H. 2007). 
Cependant, l'injection au travers de la cornée du rat induit l'apoptose de cellules endothéliales 
de la membrane pupillaire (Kiyono M. 2003). BMP4 induit l'apoptose des cellules 
endothéliales veineuses et de capillaires, tandis que les cellules artérielles sont protégées de 
cet effet apoptotique (Kiyono M. 2006). Cette différence est une conséquence de l'expression 
différentielle des Smads inhibitrices (Kiyono M. 2006).     
 BMP6 induit la migration de cellules endothéliales en culture ainsi que leur formation 
de structures tubulaires (Valdimarsdottir G. 2002) (Ren R. 2007). 
 BMP7 induit l'angiogenèse dans le test de la CAM et la prolifération de cellules 
endothéliales en culture (Ramoshebi L. N. 2000) (Stabile H. 2007) (Teichert-Kuliszewska K. 
2006).  
 Une forme constitutivement active d'ALK2, ALK3 et ALK6 induit la prolifération de 
cellules endothéliales et la formation de structure tubulaire (Valdimarsdottir G. 2002). 
 BMP2, BMP4 et BMP7 inhibent aussi la prolifération des cellules de muscle lisse, et 
induisent la migration de ces cellules ainsi que leur différenciation (Nakaoka T. 1997) (Dorai 
H. 2000) (Morrell N. W. 2001) (Lagna G. 2006). Cependant, BMP4 n'a pas le même effet sur 
la prolifération des cellules de muscle lisse pulmonaire en fonction de l'origine (proximale ou 
périphérique) de ces cellules (Yang X. 2005). 
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Partie 4 : Deux maladies vasculaires de la voie TGF-β : la maladie de 
Rendu-Osler et l'hypertension artérielle pulmonaire 
 
 Des mutations dans la voie de signalisation de membres de la famille TGF-β ont été 
observées pour différentes maladies dont deux maladies vasculaires : la maladie de Rendu-
Osler (également appelée HHT pour Hereditary Haemorrhagic Telangiectasia) et 
l'hypertension artérielle pulmonaire. Je vais dans cette partie présenter les symptômes de ces 
maladies, les gènes impliqués, les méthodes de diagnostic, ainsi que les modèles d'étude in 
vivo et les connaissances moléculaires de ces pathologies. 
 
1. La maladie de Rendu-Osler 
 
 La maladie a été décrite pour la première fois par un dermatologue français, Henri 
Rendu, en 1896. La description a été complétée par un médecin canadien, William Osler, en 
1902 et par un dermatologue anglais, Frederick Parkes Weber, en 1907. Elle a été 
immédiatement rebaptisée HHT pour Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia, par l’américain 
Hanes en 1909. Cette partie exposera les connaissances actuelles sur cette pathologie. 
 
1.1 Symptômes et diagnostic clinique 
 
  Les symptômes de la maladie n'apparaissent pas à la naissance, mais se développent 
avec l'âge, généralement à partir de 30/40 ans. Les critères diagnostiques ont été établis lors 
d’une conférence de consensus à Curaçao (Shovlin C. L. 2000). Quatre critères sont  
observés : 1) la survenue d'épistaxis (présents chez 95 % des patients), 2) la présence de 
télangiectasies (dilatations des petits vaisseaux périphériques) au niveau de la peau ou des 
muqueuses buccales (présentes chez 84 % des patients), 3) l'atteinte viscérale (télangiectasies 
pouvant être hémorragiques du tube digestif et/ou fistules artério-veineuses dans certains 
organes), 4) l'histoire familiale (positive chez 98 % des patients) (Plauchu H. 1989). Un 
patient est déclaré malade s'il est positif pour au moins trois des critères, et suspect s'il est 




Figure 59 :   Symptômes de la maladie de Rendu-Osler. 
A : Imageries des fistules artério-veineuses.  Fistule pulmonaire par angiogramme. Pointe 
blanche : artère, flèche : fistule, pointe noire : veine.  Fistule cérébrale (flèche) avec 
dilatation d'une veine (pointe) par IRM.  Fistules artério-veineuses de la moelle épinière par 
angiogramme.  Artère hépatique dilatée et tortueuse par angiogramme. D'après (Jaskolka J. 
2004). 
B : Télangiectasies cutanée sur un patient. D'après (Srinivasan S. 2003). 
C : Représentation schématique d'une évolution d'une télangiectasie cutanée. A : Artère, V : 
Veine, C : Capillaires. La première étape est la dilatation des veines. La disparition 
progressive des capillaires se produit alors. Au final les artères sont dilatées et directement 
connectées aux veines dilatées. D'après (Guttmacher A. E. 1995). 
 
A 
B C Epiderme 
Derme 
Graisse 
    
 94 
 Les épistaxis sont spontanées, irrégulières, récidivantes. Elles entraînent souvent une 
anémie et une asthénie et sont socialement gênantes. L'anémie résultante de ces saignements 
oblige le patient à une reconstitution continuelle des réserves de fer (parfois via des 
transfusions). Elles sont dues à des télangiectasies disséminées dans la tache rouge nasale. Les 
télangiectasies cutanées et muqueuses, souvent localisées au niveau du visage, des doigts et 
des muqueuses buccales (lèvres, langue), atteignent ensuite l’estomac et accessoirement 
l’intestin. Une télangiectasie peut aussi évoluer en grossissant à cheval sur la jonction 
capillaire qu’elle élargit, créant ainsi un shunt artério-veineux : c'est la fistule artério-veineuse 
(figure 59). Elles se manifestent principalement dans l’intestin, le foie, les poumons ou le 
système nerveux central. Les manifestations cliniques sont trompeuses et dépendent du 
nombre, de la taille et de la localisation de ces fistules (Bailly S. 2010). 
  
1.2 Génétique de la maladie de Rendu-Osler 
 
 Trois gènes sont responsables de cette pathologie. La grande majorité des cas (> 80 %) 
est causée par des mutations du gène ENG, codant pour l'endogline et responsable de HHT-1 
(McAllister K. A. 1994), ou du gène ACVRL1, codant pour ALK1 et responsable de HHT-2 
(Johnson D. W. 1996). Des mutations de MADH4, codant pour Smad4, sont retrouvées sur 
des patients atteints d'une combinaison du syndrome de la polyposie juvénile (causé aussi par 
des mutations d'ALK3) et HHT (Gallione C. J. 2006). Ces gènes appartiennent donc à la voie 
de signalisation de la famille TGF-β présentée précédemment. Il existe au moins deux gènes 
non identifiés responsables de "formes pures" de la maladie. HHT3 est causé par un gène 
porté par le chromosome 5q (Cole S. G. 2005) (Govani F. S. 2010) et HHT4 par un gène du 
chromosome 7p (Bayrak-Toydemir P. 2006).  
 Plusieurs études montrent que les enfants dont les deux parents sont affectés avec un 
même gène muté (mais dont la mutation n'est pas forcément identique) sont soumis à une 
létalité in utéro ou infantile lorsqu'ils reçoivent deux allèles mutés (Snyder L. 1944) 
(Karabegovic A. 2004) (El-Harith el H. A. 2006) (Wooderchak W. 2010). 
 Une des caractéristiques de cette pathologie est la grande variabilité des symptômes et 
de leur gravité à l'intérieur même d'une famille, suggérant que d'autres facteurs génétiques 
inconnus ou que des facteurs environnementaux influencent le phénotype HHT. Les 
corrélations phénotype-génotype entre les types cliniques HHT-1 et HHT-2 ne portent que sur 
le pourcentage respectif des diverses complications qui peuvent toutes être présentes avec 
  
 
Figure 60 : Répartition des mutations HHT sur les gènes codant pour l'endogline (A) et 
ALK1 (B). 
Seules les mutations pathologiques localisées dans les exons et répertoriées dans la base de 
données internationale des mutations HHT (www.hhtmutation.org) sont représentées. 
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chaque gène. Plusieurs études existent sur ce sujet. Je ne citerai ici que l'étude la plus vaste, 
menée sur 93 patients HHT-1 et 250 patients HHT-2, issus du réseau franco-italien de Rendu-
Osler. Cette étude montre une prévalence des fistules pulmonaires chez les patients HHT-1 
(34,4 % des patients HHT-1 ont des fistules symptomatiques, contre 5,2 % pour les HHT-2 ; 
et 54 % des patients HHT-1 ont des fistules pulmonaires non symptomatiques, contre 12,8 % 
pour les HHT-2), tout comme pour les fistules du système nerveux central (7,5 % des patients 
HHT-1 atteints, contre 0,8 % des HHT-2). Par contre, les hémorragies gastrointestinales sont 
plus fréquentes pour les patients HHT-2 (16,4 %) que pour les HHT-1 (6,5 %) et seuls des 
patients HHT-2 développent des fistules hépatiques (Lesca G. 2007). Notons aussi que les 
femmes ont des symptômes plus graves que les hommes, en ce qui concerne les fistules 
pulmonaires et hépatiques (Lesca G. 2006) (Letteboer T. G. 2006) (Garcia-Tsao G. 2007). Les 
manifestations hépatiques qui nécessitent une transplantation de foie sont d'ailleurs retrouvées 
presque exclusivement sur des patientes (Garcia-Tsao G. 2007). Ainsi, sur les quinze 
dernières transplantations hépatiques réalisées au CHU de Lyon sur des patients HHT, 
quatorze ont été réalisées sur des femmes (communications personnelles avec les médecins du 
service de génétique). Enfin, la pénétrance de cette maladie augmente avec l'âge pour 
atteindre 97 % à 60 ans (Plauchu H. 1989). 
 Plus de 600 mutations d'ACVRL1 ou d'ENG ont été décrites (cf. la base de données des 
mutations HHT : http://www.HHTmut.org) (figure 60). Tous les types de mutation sont 
retrouvés : délétions, insertions, faux-sens, non-sens et mutations d'un site d'épissage (Govani 
F. S. 2009). 
 Quatre études ont montré en 2011 des cas de mosaïsme sur ces patients atteints de la 
maladie (McDonald J. 2011) (Lee N. P. 2011) (Best D. H. 2011) (Eyries M. 2011). Le 
mosaïsme se définit par la présence de deux populations cellulaires aux génotypes différents 
dans un individu qui s'est développé à partir d'un œuf fertilisé (Austin K. D. 1992). Le 
mosaïsme résulte de la mutation d'une cellule mitotiquement active dans le fœtus qui 
engendre une population de cellules filles porteuses de la mutation, tandis que les cellules 
filles issus des autres cellules mitotiquement actives ne sont pas porteuses de la mutation. Les 
patients sont donc hétérozygotes (WT/Mut) dans certaines cellules et homozygotes (WT/WT) 
dans d'autres. Des cas de mosaïsme ont été rapportés pour des patients sans histoire familiale 
avec HHT. Suivant le taux de cellules porteuses de la mutation dans le patient, la détection du 
mosaïsme est plus ou moins difficile et peut nécessiter le prélèvement de cellules de différents 
tissus (sang, cavité buccale, follicules pilleux). Suivant le stade embryonnaire où la mutation 
s'est produite et les types de cellules atteintes, les cellules germinales peuvent être atteintes ce 
  
 
Figure 61 : Modèles animaux pour HHT. 
A : Les souris hétérozygotes pour l'endogline dans le fond génétique 129/Ola présentent des 
télangiectasies au niveau des oreilles (flèches rouges) et des saignements de la muqueuse 
nasale (flèche noire). D'après (Bourdeau A. 1999). 
B : Les souris hétérozygotes pour ALK1 présentent  des lésions vasculaires sous les griffes 
(flèches),  des télangiectasies sur la langue (flèche),  des lésions vasculaires dans les 
poumons (cercles),  des nodules et des hémorragies (h) hépatiques dans certains lobes 
(flèche). D'après (Srinivasan S. 2003). 
 







qui entraîne une possible transmission dans la descendance du patient. Des mutations 
d'ACVRL1 et d'ENG ont été rapportées chez ces patients. Un cas plus rare provient d'une 
patiente sans histoire familiale avec HHT et porteuse de deux mutations d'ACVRL1 : 
c.1388del et c.1390del (Eyries M. 2011). Il s'agit là d'une mutation du même allèle en deux 
mutations différentes suite à une altération génétique mère qui n'est plus détectable. Cette 
patiente présente des cellules hétérozygotes avec un allèle sauvage et un allèle porteur d'une 
des deux mutations décrites. Les cellules germinales et somatiques de la patiente sont 
hétérozygotes.  
 
1.3 Modèles animaux d'étude de la maladie de Rendu-Osler 
 
 Les implications de l'endogline et d'ALK1 dans la maladie de Rendu-Osler ont été 
confirmées par leur invalidation hétérozygote dans des modèles murins. Les invalidations 
totales d'ALK1 et de l'endogline sont létales (cf. Partie 3, 2.2). Les invalidations 
hétérozygotes de ces gènes sont par contre viables.  
 La première description d'une invalidation hétérozygote a été faite pour l'endogline en 
1999. Les souris Eng +/- se développent normalement mais certaines montrent des signes 
cliniques relatifs à HHT, comme des saignements de nez ou des télangiectasies (figure 61A). 
Le fond génétique de la souris semble très important pour la visualisation des symptômes. 
Ainsi, dans un fond pur 129/Ola, 50 % des souris Eng +/- montrent des télangiectasies à 7 
mois et 30 % montrent des saignements de nez. Dans le fond génétique non pur C57BL/6 - 
129/Ola, 4 souris sur les 227 observées montrent des saignements de nez et 14/227 montrent 
des télangiectasies. Enfin, dans un fond CD1 – C57BL/6 – 129/Ola, aucune souris ne présente 
de symptôme. Le fond génétique 129/Ola semble donc plus sensible que les autres au niveau 
d'endogline, ce qui permet de penser que des facteurs génétiques influencent la gravité de la 
maladie chez les patients. Cependant, l'hétérogénéité des symptômes au sein des souris 
129/Ola montre que des facteurs non génétiques influencent aussi le phénotype (Bourdeau A. 
1999).  
 La description de l'invalidation hétérozygote d'ALK1 a été faite en 2003 (Srinivasan S. 
2003). Sur les 47 souris étudiées (dans le fond génétique prédominant C57BL/6), 23 % ont 
montré des lésions vasculaires au niveau cutané et des extrémités, 6 % au niveau des 
muqueuses orales et 28 % sur des organes internes (figure 61B). Les lésions observées sont 
des vaisseaux dilatés à la paroi fine et des hémorragies, notamment intestinales. Ce phénotype 
  
 
Figure 62 : Formation de fistules artério-veineuses dans des souris invalidées pour 
ALK1. 
A : L'invalidation d'ALK1 dans les cellules endothéliales est induite dans des souris adultes (> 
2 mois) et une blessure est réalisée dans le derme. Des billes de latex bleu permettent 8 jours 
après de visualiser les vaisseaux formés pendant la cicatrisation. Les souris contrôles génèrent 
un arbre vasculaire classique pour la cicatrisation, tandis que les souris invalidées présentent 
des fistules artério-veineuses importantes. D'après (Park S. O. 2009). 
B : Formation de fistules artério-veineuses (flèches noires) dans les zones invalidées pour 
ALK1 et stimulées avec VEGF-A dans le cerveau. Visualisation par injection de billes de 
latex. D'après (Walker E. J. 2010). 
 
Contrôles Invalidées A 
B 
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est comparable aux symptômes de la maladie de Rendu-Osler. Notons aussi que le phénotype 
apparaît sur des souris âgées (1 an minimum), ce qui corrèle bien avec l'apparition tardive des 
symptômes de la maladie. Afin de mieux comprendre le développement de ces lésions 
vasculaires tardives, le groupe de P. Oh a réalisé des souris dont l'invalidation d'ALK1 est 
inductible (la recombinase Cre étant sous le contrôle d'un promoteur inductible par le 
tamoxifène) (Park S. O. 2009). L'invalidation d'ALK1 dans des souris adultes (âgées de plus 
de 2 mois) est létale en 9 à 21 jours. Les souris montrent dès 8 jours des signes cliniques de 
souffrance avec une perte de poids, une anémie, une oxygénation du sang en baisse, des 
hémorragies intestinales et pulmonaires. Les veines et artères pulmonaires sont dilatées. 
Quelques fistules artério-veineuses sont visibles dans le tractus digestif et l'utérus. Les 
femelles meurent d'ailleurs plus tôt (9 à 14 jours après l'invalidation d'ALK1) que les mâles 
(10 à 21 jours après l'invalidation). Les auteurs ont aussi réalisé une blessure cutanée sur ces 
souris après invalidation d'ALK1. Des jonctions directes entre les artères et les veines sont 
alors visibles dans la zone proche de la blessure, avec une dilatation des vaisseaux qui 
deviennent tortueux (figure 62A). Cette expérience montre l'importance d'un facteur 
environnemental (la blessure) pour la formation des fistules artério-veineuses.  
 L'effet des facteurs environnementaux qui sont susceptibles d'induire des facteurs 
angiogénes (comme le VEGF) sur la formation des jonctions artério-veineuses a été étudié par 
deux études similaires effectuées par la même équipe. La première étude utilise les souris 
hétérozygotes ACVRL1 +/- (Hao Q. 2008). Les auteurs injectent dans l'hémisphère gauche du 
cerveau un adénovirus exprimant une forme du VEGF. Deux semaines après, une pompe est 
installée dans l'hémisphère droit et délivre en permanence des substances vasodilatatrices 
(hydralazine ou nicardipine) qui augmentent le flux sanguin cérébral. Deux semaines après 
l'installation des pompes, les souris sont euthanasiées. Les auteurs montrent que 
l'augmentation du flux sanguin ainsi que l'expression du VEGF participe à la formation de 
dysplasies sur les capillaires. Dans la seconde étude, les auteurs utilisent des souris ALK1 
"floxé" et injectent un adénovirus exprimant la Cre recombinase dans le cerveau (Walker E. J. 
2010). Un adénovirus exprimant le VEGF est injecté simultanément. Les souris sont sacrifiées 
huit semaines après l'injection. Les auteurs montrent alors que le VEGF induit dans les souris 
invalidées localement pour ALK1 des fistules artério-veineuses importantes (figure 62B), 
alors que les souris ayant reçu la GFP (Green Fluorescent Protein) à la place de la Cre 
recombinase ne présentent pas de fistules en réponse au VEGF. La délétion d'ALK1 seule ne 
donne pas non plus de fistules artério-veineuses. Notons enfin que cette équipe a injecté 
l'adénovirus exprimant le VEGF dans des souris hétérozygotes pour l'endogline  
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(Hao Q. 2010). Ils ont alors obtenu une dysplasie vasculaire plus forte qu'avec les souris 
ACVRL1 +/-, ce qui se corrèle bien aux symptômes cérébraux des patients HHT, plus 
importants pour les patients HHT-1 que pour les patients HHT-2. 
 L'ensemble des modèles animaux pour HHT-1 et HHT-2 suggère fortement le rôle 
d'un "second hit" dans la formation des lésions vasculaires consécutives à l'invalidation au 
moins partielle d'ALK1 ou de l'endogline. En ce sens, des facteurs environnementaux 
induisant l'angiogenèse ou des facteurs génétiques seraient à l'origine de l'induction de ces 
lésions. 
 
1.4 Etudes fonctionnelles de mutations impliquées dans la maladie de Rendu-
Osler 
 
1.4.1 Etudes des mutations de ENG pour HHT-1 
 
 Il existe à ce jour 329 mutations pathologiques recensées dans la base de données 
HHT (www.HHTmutation.org). Ces mutations sont réparties en deux types : 1) les mutations 
faux-sens (mutation d'un seul nucléotide se traduisant par la substitution d'un seul acide 
aminé), 2) les mutations qui aboutissent à une protéine tronquée (mutation non-sens où un 
seul nucléotide muté donne un codon stop, insertion ou délétion aboutissant à un décalage du 
cadre de lecture (appelé frameshift) qui aboutit à un changement de plusieurs acides aminés et 
à un codon stop prématuré, mutation d'un site d'épissage entraînant l'exclusion d'un ou 
plusieurs exon(s), large délétion ou duplication aboutissant à une protéine totalement 
aberrante). Concernant les mutations du gène ENG, 20 % sont des mutations faux-sens et  
80 % sont des mutations entraînant une protéine tronquée (13 % de mutations non-sens, 42 % 
de "frameshift", 16 % de mutations de site d'épissage, 9 % de délétions ou duplications 
larges). Dans l'analyse des mutations sur les patients français, l'étude menée par G. Lesca n'a 
détecté que des mutations donnant une protéine tronquée (Lesca G. 2006). La prévalence des 
mutations se traduisant par une protéine tronquée a été confirmée dans l'ensemble des études 
des mutations causant HHT-1. 
 De nombreuses études ont été réalisées pour déterminer un modèle moléculaire pour 
HHT-1. La première proposition a été faite un an après la découverte de la responsabilité du 
gène ENG dans HHT-1. Le groupe de D. Marchuk publia six mutations aboutissant toutes à 
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une protéine tronquée et proposa que la protéine tronquée exerce un effet dominant-négatif 
sur la protéine normale, aboutissant ainsi à une perte totale ou quasi-totale de l'endogline 
membranaire (McAllister K. A. 1995). Cependant, l'accès à des cellules de patients HHT-1 
contredit ce modèle dès 1997 (Pece N. 1997). Le groupe de Michelle Letarte purifia des 
cellules endothéliales de la veine du cordon ombilical (HUVECs) provenant de nouveau-nés 
porteurs d'une mutation d'ENG et des monocytes de patients HHT-1. Les monocytes 
expriment l'endogline après leur différenciation en macrophage in vitro (Lastres P. 1992). Ce 
groupe étudia trois mutations aboutissant à une protéine tronquée. Les auteurs démontrèrent 
alors que les niveaux d'endogline dans les HUVECs ou les monocytes activés de patients 
HHT-1 étaient 50 % plus faibles que dans les cellules de personnes saines. Une surexpression 
de ces mutants dans des Cos-1 a permis de montrer une expression transitoire de la protéine 
tronquée et une incapacité de ces mutants à s'exprimer au niveau de la membrane plasmique. 
Ainsi, le modèle d'haploinsuffisance avec un effet non dominant-négatif des mutants a été 
proposé. Ce groupe confirma leur modèle en étudiant par les mêmes modèles quatre 
mutations faux-sens qui ne donnaient pas de protéine membranaire (Pece-Barbara N. 1999). 
Depuis, le groupe de Michelle Letarte et plusieurs autres ont multiplié les études 
fonctionnelles des mutations d'ENG, confirmant à chaque fois l'haploinsuffisance comme 
modèle de HHT-1 (Shovlin C. L. 1997) (Gallione C. J. 1998) (Cymerman U. 2000) (Abdalla 
S. A. 2000) (Paquet M. E. 2001).  
 Il est de nos jours admis que les mutations responsables de HHT-1 donnent, soit des 
protéines tronquées, soit des protéines dont la substitution d'un acide aminé aboutit à un 
changement de conformation important, ce qui a pour conséquence une dégradation de la 
protéine anormale et une expression de l'allèle sauvage uniquement, d'où la réduction de 50 % 
du taux d'endogline membranaire chez les patients. Notons que le taux d'endogline sur les 
monocytes de patients HHT-1 varie en fonction de l'âge des patients (Fernandez L. A. 2006). 
Il est réduit de 50 % par rapport au taux attendu sur les sujets jeunes (< 40 ans) et diminue 
ensuite. Cette diminution peut expliquer l'âge tardif d'apparition des symptômes. L'absence de 
sujets contrôles pour chaque âge dans cette étude ne nous permet pas de savoir si les patients 







1.4.2 Etudes des mutations d'ACVRL1 pour HHT-2 
 
 La base de données des mutations d'ACVRL1 recense actuellement 272 mutations. En 
comparaison avec les mutations d'ENG, les mutations d'ACVRL1 sont plus fréquemment des 
mutations faux-sens (48 %). Les autres types de mutations sont des non-sens (11 %), des 
frameshift (31 %), des mutations des sites d'épissage (7 %), ainsi que des délétions larges ou 
des duplications (3 %). L'étude de la population française a confirmé ces données avec 61 % 
de mutations faux-sens (Lesca G. 2006). Dès lors, l'étude de mutations faux-sens est apparue 
plus utile que pour l'endogline. 
 La première étude des mutations d'ACVRL1 a été menée en 1999 par le groupe de D. 
Marchuk (Lux A. 1999). Dans cette étude, quatre mutations (trois faux-sens et une non-sens) 
du domaine extracellulaire sont étudiées. La voie de signalisation d'ALK1 et son ligand étant 
non connus en 1999, l'équipe a réalisé des récepteurs chimériques dont le domaine 
intracellulaire est celui d'ALK5, signalisant par la voie Smad2/3. L'équipe ayant découvert 
l'existence d'un ligand dans le sérum, la stimulation de ce récepteur chimérique est réalisée 
avec 20 % de sérum humain. Les auteurs montrent alors une perte totale de la signalisation 
pour les récepteurs mutés. C'est en 2003 qu'une analyse plus vaste de mutations d'ACVRL1 est 
proposée par le groupe de Trembath (Harrison R. E. 2003). Les auteurs ont étudié quinze 
mutations, deux délétions et treize faux-sens. Les auteurs étudient principalement la 
localisation cellulaire des mutants avec une étiquette GFP ou Myc et une observation en 
immunofluorescence. L'utilisation d'une étiquette GFP peut changer la localisation cellulaire 
de la protéine à cause de sa taille importante et rend la méthode choisie peu judicieuse. 
Néanmoins, les auteurs ont trouvé la quasi-totalité des mutants intracellulaires. Pour les trois 
mutants trouvés à la membrane, aucune étude de leur signalisation n'a été effectuée. Un 
groupe chinois a publié une autre étude en 2006, étudiant neuf mutations faux-sens d'ACVRL1 
(Gu Y. 2006). Les auteurs étudient le niveau basal d'activation de la voie Smad1/5/8, c'est-à-
dire en l'absence de ligand, par la surexpression d'ALK1 (sauvage ou mutée). Il trouve alors 
que les mutants sont dépourvus d'activité de signalisation, sauf R411Q qui aurait une activité 
réduite mais présente. Il trouve un effet dominant-négatif de ces mutants sur la signalisation 
d'ALK1 sauvage en taux basal. Mais le choix des auteurs de ne pas utiliser de ligand (publié 
comme étant TGF-β1 à l'époque) est critiquable, l'activité basale étant faible. La même année 
le groupe espagnol de Luisa Botella a publié une étude de trois mutations d'ALK1 (trois 
mutations faux-sens dans le domaine kinase) (Fernandez L. A. 2006). Les auteurs utilisent ici 
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TGF-β1 pour étudier l'activité des mutants sur la voie Smad1/5. Après avoir montré un taux 
d'expression normal dans les cellules de patients, les auteurs démontrent une absence 
d'activité des récepteurs en réponse à TGF-β1 et trouvent même un effet dominant-négatif 
plus ou moins marqué en fonction des mutants. Ils concluent ainsi que le modèle 
d'haploinsuffisance ne s'applique pas forcément aux mutants d'ACVRL1. Avant mes travaux 
de thèse, aucune étude des mutations d'ACVRL1 liées à HHT-2 n'a donné un modèle 
moléculaire clair à cette maladie. Aucune étude n'a testé la réponse de ces mutants à BMP9, 
ligand d'ALK1 décrit en 2007 (David L. 2007a). 
 Une analyse de mutations du gène de la drosophile sax, gène orthologue d'ACVRL1 et 
d'ACVR1 (gène codant pour ALK2), a été réalisée (Twombly V. 2009). Cette étude montre 
deux types de mutations : des mutations avec gain de fonction et des mutations avec perte de 
fonction. Il est intéressant de noter que les mutations qui se révèlent être des gains de fonction 
sont proches des mutations trouvées chez l'homme pour ACVR1 et responsables de 
fibrodysplasie ossifiante progressive, mutations avec gain de fonction chez l'homme. Les 
mutations qui se rapprochent de celles trouvées sur ACVRL1 et responsables de HHT-2 sont 
démontrées comme perte de fonction chez la drosophile, comme chez l'homme. L'effet 
dominant-négatif, décrit par certaines études fonctionnelles de mutations chez l'homme, est 
retrouvé ici pour une mutation. Les auteurs se basent sur l'effet non réparateur de la 
surexpression de dpp, équivalent de BMP2/4 chez l'homme, dans l'embryon contenant cette 
mutation. Cependant, aucune étude n'a démontré que dpp était le ligand de sax.  
 
1.5 Modèles moléculaires et cellulaires de HHT 
 
 Il n'existe pas de modèle bien déterminé pour la maladie. Cinq modèles coexistent : 1) 
une angiogenèse excessive, 2) une apoptose accrue des cellules endothéliales, 3) un 
découplage de la réaction de synthèse du NO, 4) une réaction inflammatoire excessive, 5) une 
perte dans la différenciation artère/veine. Les différences de phénotypes, notamment 
concernant les sites altérés entre les deux principaux types de HHT (HHT-1/HHT-2) 
permettent de penser que ces deux maladies sont en fait distinctes. Ainsi certains modèles ne 
sont valables que pour un seul type de HHT. 
 Le premier modèle consiste à expliquer les fistules artério-veineuses par une 
angiogenèse excessive. Les données les plus récentes sur HHT suggèrent que les mutations 
d'ACVRL1 ou de l'Endogline seraient délétères pendant certaines phases de l'angiogenèse,
  
 
Figure 63 : Modèles moléculaires et cellulaires de HHT. 
A : Modèle pour HHT1 et HHT2 d'une angiogenèse excessive. La voie ALK1 est impliquée 
dans la phase de maturation de l'angiogenèse et la quiescence vasculaire en inhibant la 
prolifération et la migration des cellules endothéliales. Les mutations d'ALK1 ou de 
l'endogline altèrent cette signalisation et conduit à une perturbation de la phase de maturation 
et de quiescence vasculaire.  
B : Modèle pour HHT1 impliquant l'apoptose des cellules endothéliales déficientes en 
endogline et soumises à un stress hypoxique. Cette apoptose détruit les capillaires, et aboutit à 
des fistules artério-veineuses. D'après (Lopez-Novoa J. M. 2010). 
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avec spécifiquement un effet sur la stabilité des nouveaux vaisseaux formés. Les concepts clé 
du développement des fistules artério-veineuses sont les suivants : 1) Le développement des 
fistules a lieu après une activation des cellules endothéliales par une blessure ou par 
l'angiogenèse physiologique (Park S. O. 2009) (Mahmoud M. 2010) (Lebrin F. 2010). 2) A la 
suite d'un stimulus angiogénique, les cellules endothéliales prolifèrent excessivement 
(Mahmoud M. 2010) (Lebrin F. 2004) (Pece-Barbara N. 2005), avec un bourgeonnement 
excessif qui conduit aux fistules (Mahmoud M. 2010) (Lebrin F. 2010) (Lebrin F. 2004) (Park 
S. O. 2009). Cette phase d'activation de l'angiogenèse excessive peut être expliquée par un 
taux de VEGF dans le plasma plus important chez les patients HHT (Cirulli A. 2003), qui 
peut s'expliquer par la perte de la répression de l'expression du VEGF par la voie ALK1 (Shao 
E. S. 2009). De plus, la diminution de la voie ALK1, responsable de la diminution de la 
prolifération et de la migration des cellules endothéliales (David L. 2007a) (Scharpfenecker 
M. 2007), favorise cette angiogenèse excessive. 3) Le recouvrement des vaisseaux est 
défaillant (Oh S. P. 2000) (Mancini M. L. 2009), en partie via une réduction de la production 
de TGF-β par les cellules endothéliales (Carvalho R. L. 2004) (Letarte M. 2005), ce qui 
entraîne une baisse de la différenciation des cellules précurseurs des cellules murales en 
cellules de muscle lisse. Ce recouvrement défaillant aboutit à des vaisseaux fragiles, 
susceptible de se rompre, d'où les hémorragies et les saignements de nez importants (figure 
63A). 
 Un second modèle propose une apoptose accrue dans les cellules endothéliales 
soumises à une hypoxie chez les patients HHT-1. En effet, l'endogline protège les cellules 
endothéliales de l'apoptose consécutive à une hypoxie prolongée (Li C. 2003b). Les cellules 
endothéliales des capillaires soumises à une hypoxie rentreraient alors en apoptose chez les 
patients HHT-1, ce qui entraînerait la disparition des capillaires aboutissent aux jonctions 
directes entre les veines et les artères (figure 63B).  
 Un autre modèle pour HHT-1 propose que les fistules artério-veineuses soient 
consécutives à un défaut dans l'activité de la NO synthase endothéliale (eNOS). L'eNOS 
convertie la L-Arginine en L-citrulline et NO. Cette réaction nécessite une interaction de 
l'eNOS avec Hsp90 (Heat Shock Protein 90) et son cofacteur BH4 (tétrahydrobiopterine 4). La 
perte de ces interactions découple la réaction d'oxydoréduction et entraîne la production de 
superoxyde (O2-) à la place du NO. Le superoxyde est converti en peroxynitrite (NO3-) si du 
NO est présent ou en peroxyde d'hydrogène (H2O2) par la superoxyde dismutase. L'endogline 
aide à l'interaction entre la NO synthase et la Hsp90 (Toporsian M. 2005). Les cellules 
endothéliales déficientes en endogline ou les souris hétérozygotes pour l'endogline ont un
  
Figure 64 : Modèles moléculaires et cellulaires de HHT, suite. 
A : Modèle pour HHT1 par découplage de la NO synthase. La diminution du taux d'endogline 
chez les patients HHT1 induit un découplage de la réaction de production du NO entrainant 
une vasomotricité défaillante dans les artérioles. Il en résulte un flux trop important avec une 
destruction des capillaires, une dilatation des veines et finalement des fistules artério-
veineuses. D'après (Toporsian M. 2005). 
B : Diminution de l'expression d'EphrineB2 dans les souris invalidées pour ALK1 mais pas 
dans les souris invalidées pour l'endogline. Il en résulte une perte de la différenciation artério-
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découplage de la réaction de production du NO, aboutissant à la production de superoxyde et 
de peroxyde d'hydrogène. Ces deux produits ont un effet vasodilatateur très prononcé, plus 
fort que celui du NO. De ce fait, la baisse du niveau de NO synthase dans les cellules 
déficientes en endogline est contrecarrée par la production de réactifs vasodilatateurs plus 
puissants. De plus, le superoxyde et le peroxynitrite oxyde le BH4, ce qui contribue au 
découplage de la réaction. Au final, la baisse du niveau d'endogline découplerait la réaction de 
production de NO, ce qui aboutirait à la production de superoxyde et de peroxyde 
d'hydrogène dont l'action vasodilatatrice est importante. Cette production pertuberait la 
régulation du flux par le tonus vasculaire et induirait un flux sanguin trop important en aval 
des artérioles. Ce flux induirait alors des dommages dans les vaisseaux, dont la perte des 
capillaires et la dilatation des veines et conduirait ainsi à des fistules artério-veineuses (figure 
64A) (Toporsian M. 2005). Le découplage de cette réaction par l'haploinsuffisance en 
endogline augmente avec l'âge dans les souris, ce qui corrèle avec l'apparition tardive des 
fistules (Belik J. 2009).   
 Une réaction inflammatoire excessive pourrait aussi être à l'origine des saignements 
pour HHT-1. En effet, le TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), cytokine proinflammatoire, 
réduit de moitié le niveau d'endogline à la surface des cellules endothéliales (Westphal J. R. 
1993) (Li C. 2003a). Cette diminution est la conséquence d'un clivage protéolytique de 
l'endogline accru par un traitement au TNF-α (Cudmore M. 2007). Or, les sites hémorragiques 
des souris hétérozygotes pour l'endogline présentent une inflammation importante (Torsney E. 
2003). Nous pouvons donc penser que les cytokines proinflammatoires induisent un clivage 
de l'endogline entrainant une diminution du taux membranaire de la protéine. Dans les sujets 
HHT-1 dont le taux d'endogline basal est plus faible que la normale, cet augmentation du 
clivage induit une zone dépourvue d'endogline ce qui entraine les fistules artério-veineuses et 
les hémorragies (Mahmoud M. 2010). 
 Enfin, les souris invalidées pour ALK1 présentent une perte de l'expression 
d'EphrineB2, marqueur artériel (Sorensen L. K. 2003). Cette dérégulation n'est pas visible 
dans les souris invalidées pour l'endogline (figure 64B) (Sorensen L. K. 2003). Dans la 
vascularisation normale, EphrineB2 sur les artères et EphB4 sur les veines se répulsent. Une 
perte de l'expression d'EphrineB2 peut alors se traduire par une perte de la répulsion et 
entraîner des jonctions directes des veines sur les artères. Notons que les jonctions artério-
veineuses dans la rétine des souris invalidées pour l'endogline sont de type veineux (EphB4 
positives), suggérant que pour HHT-1 aussi les veines rejoignent les artères (Mahmoud M. 
2010). 
 104 
En résumé, il n'existe pas de modèle bien établi pour HHT. Suite à la différence entre les deux 
types concernant les sites des fistules artério-veineuses et à la différence interindividuelle, il 
est très probable qu'il existe plusieurs mécanismes moléculaires et cellulaires conduisant à 
l'élaboration de fistules artério-veineuses. Les dernières études comparant les phénotypes des 
invalidations inductibles d'ALK1 et de l'endogline dans les cellules endothéliales de souris 
montrent d'ailleurs des phénotypes différents. Ces différences se retrouvent dans leur survie 
(les souris invalidées en post-natal pour ALK1 meurent, alors que les souris invalidées pour 
l'endogline en post-natal vivent) ainsi que dans l'établissement des fistules artério-veineuses 
suite à une blessure aiguë (trou dans l'oreille) pour les invalidées ALK1 ou suite à une 
blessure chronique (oreille percée avec conservation du corps étranger responsable de la 
blessure dans la plaie) pour les invalidées endogline (Nguyen H.-L. 2011).  
   
1.6 Les traitements de la maladie de Rendu-Osler 
 
 Actuellement aucune thérapie ne cible les gènes défectueux dans HHT. Cependant, 
plusieurs essais thérapeutiques sont en cours. 
 Les anti-angiogéniques sont des pistes de traitement. Le bevacizumab commercialisé 
sous le nom d'Avastin (Genentech Inc.) est un anticorps humanisé dirigé contre toutes les 
isoformes du VEGF-A. Il est actuellement utilisé pour traiter certains cancers et la forme 
humide de la DMLA. Plusieurs essais cliniques sont en cours pour tester l'efficacité de cet 
anticorps dans HHT. La première preuve d'efficacité potentielle de l'Avastin pour traiter HHT 
a été apportée lorsqu'un patient a reçu de l'Avastin pour traiter un cancer (Flieger D. 2006). 
Les symptômes de ce patient concernant son HHT ont alors considérablement régressé. De 
plus, une étude montrerait une augmentation du taux circulant de VEGF dans les patients 
HHT (Sadick H. 2005b) et l'associe à une augmentation de la densité microvasculaire dans 
HHT (Sadick H. 2005a). Un autre cas a été rapporté où une patiente en attente de transplation 
hépatique a évité cette intervention suite à une réponse très favorable lors d'un traitement à 
l'Avastin (Mitchell A. 2008). Au vu du nombre important de communications sur le 
traitement de patients HHT avec de l'Avastin, lors du dernier congrès sur le Rendu-Osler (mai 
2011), des publications sont attendues sur ce sujet. L'Avastin constitue donc un grand espoir 
thérapeutique pour les malades, même si le mécanisme d'action est encore inconnu et 
l'efficacité à long terme n'est pas démontrée. Il sera aussi intéressant de voir si l'Avastin est 
efficace pour toutes les formes de HHT ou seulement une des formes. Cette efficacité de
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l'Avastin semble favoriser le modèle d'angiogenèse excessive pour expliquer l'établissement 
des fistules. 
 Une autre étude récente donne une nouvelle piste de thérapie : la thalidomide. Cette 
molécule est actuellement en essai clinique de phase 2 pour son rôle anti-angiogénique dans 
certains cancers (Tseng J. E. 2001) (Figg W. D. 2001). Un patient atteint d'un cancer et de 
HHT a reçu de la thalidomide et a vu ses symptômes de HHT diminuer (Kurstin R. 2002) 
(Perez-Encinas M. 2002). Une étude franco-néerlandaise a été faite sur sept patients HHT qui 
ont reçu de la thalidomide (Lebrin F. 2010). Une amélioration sur la fréquence des epistaxis a 
été relevée. L'étude propose un mécanisme d'action de la thalidomide. Les auteurs montrent 
que la thalidomine induit une augmentation de la sécrétion de PDGF-B par les cellules 
endothéliales, notamment les "tip cells", ce qui entraîne une augmentation du recrutement des 
péricytes. Les vaisseaux mieux recouverts apparaissent alors plus solides d'où la diminution 
des saignements. 
 Un patient ayant subit une transplantation hépatique suivie d'une administration de 
FK506 (un immunosuppresseur) a vu son état (anémie, télangiectasies, saignements de nez) 
s'améliorer grandement. Une étude sur des cellules endothéliales en culture a montré une 
augmentation du taux d'ALK1 et d'endogline suite au traitement avec du FK506 (Albinana V. 
2011). Ce traitement pourrait donc être administré pour combler l'haploinsuffisance des 
patients HHT.  
 Les patientes pourraient aussi être traitées avec du Raloxifène, un modulateur des 
récepteurs des oestrogènes, qui augmente le taux d'ALK1 et d'endogline dans les cellules 
endothéliales en culture (Albinana V. 2010). 
 Il n'y a actuellement pas d'autre thérapie médicamenteuse envisagée. Les autres 
traitements sont dirigés contre les symptômes (comme par exemple une supplémentation en 
fer ou les transfusions sanguines contre les anémies) mais ne constituent pas un véritablement 
traitement contre HHT. 
 
2. L'hypertension artérielle pulmonaire 
 
 L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie rare (1,5 cas par million) 
(Rich S. 1987). L'HTAP est caractérisée par une résistance vasculaire pulmonaire chronique 
augmentée. Cette résistance élevée aboutit à une défaillance du cœur droit, des handicaps 
progressifs et au décès du patient.  
  
 
Figure 65 : Lésions vasculaires de l'hypertension artérielle pulmonaire. 
A : Lésions retrouvées sur des patients atteints d'HTAP.  Lésion pléxiforme (flèche) avec 
projection dans le parenchyme pulmonaire autour de l'artère.  Section d'une lésion 
plexiforme avec occlusion de la lumière de l'artère.  Lésion néointimale cellulaire 
concentrique. 
B : Evolution des lésions des artères pulmonaires avec classification de Heath-Edwards. 
Grade 1 : Hypertrophie médiale. Grade 2 : Réaction intimale cellulaire avec prolifération. 
Grade 3 : Lésion néointimale laminaire concentrique. Grade 4 : Lésion pléxiforme. 
Marquage : facteur von Willebrand. 
D'après (Abe K. 2010). 
 




2.1 Les différentes formes de la maladie 
 
 L'HTAP correspond à une maladie des petites artères pulmonaires et se caractérise par 
un remodelage intense de la vascularisation pulmonaire et une augmentation progression de la 
résistance vasculaire pulmonaire. L'HTAP se définit par une élévation de la pression artérielle 
pulmonaire moyenne supérieure à 25 mm de mercure au repos, ou supérieure à 30 mm de 
mercure en exercice (Rubin L. J. 1997). En absence de traitement, le décès du patient survient 
en moyenne trois ans après les premiers symptômes, suite à une défaillance du cœur droit 
(D'Alonzo G. E. 1991). La pathologie est due à un accroissement de la paroi vasculaire 
consécutive à une prolifération des cellules endothéliales et des cellules de muscle lisse, une 
accumulation de collagène et une nécrose fibreuse aboutissant à des lésions plexiformes 
(figure 65) (Pietra G. G. 1994). Les HTAP sont classées en trois grands groupes : 1) 
idiopathique, 2) en association avec d'autres maladies ou suite à une exposition à des facteurs 
environnementaux, 3) familiale (Simonneau G. 2009). Les formes idiopathiques, c'est-à-dire 
sporadiques, sans facteur de prédisposition ou d'histoire familiale, représentent 40 % des 
patients en France (Humbert M. 2006). Près de 10 % des cas résultent d'une exposition aux 
dérivés de fenfluramine. La moitié des cas sont associés à une autre maladie, comme des 
maladies des tissus connectifs, ou encore le VIH (Virus de l'Immunodéficience Humaine). 
Enfin 4 % des cas représentent une forme familiale (Humbert M. 2006). Dans la suite de ma 
présentation de l'HTAP, je vais me concentrer exclusivement sur la forme familiale de la 
maladie. 
 
2.2 Génétique de l'HTAP 
 
 Les premiers cas d'HTAP familiale ont été décrits dans les années 1950. 
L'identification du gène responsable de cette forme familiale d'HTAP a pris du temps. En 
1997, un locus du chromosome 2 est montré comme impliqué (Nichols W. C. 1997), mais 
c'est en 2000 que le gène BMPR2 est formellement identifié comme responsable de la 
maladie, sur un mode de transmission dominante (Deng Z. 2000) (Lane K. B. 2000). Une 
mutation de BMPR2 est retrouvée dans 70 % des HTAP familiales. Notons que dans 9 à 40 % 
des cas d'HTAP idiopathique, une mutation du gène BMPR2 est retrouvée (Thomson J. 2001).
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En comparaison aux cas d'HTAP sans mutation de BMPR2, les porteurs de mutation 
présentent des symptômes hémodynamiques plus sévères, avec un déclenchement de la 
maladie en moyenne 10 ans plus tôt que pour les non porteurs. Le décès des patients est aussi 
plus tôt pour les porteurs de la mutation. De plus, les porteurs de mutations ne répondent pas 
aux vasodilatateurs (Sztrymf B. 2008).  
  La faible pénétrance (20 % des porteurs d'une mutation de BMPR2 développent la 
maladie (Morrell N. W. 2006)) souligne l'importance de facteurs génétiques ou 
environnementaux pour le déclenchement de la maladie. Une analyse protéomique de 
lymphocytes provenant d'une famille porteuse d'une mutation de BMPR2 a montré des 
différences entre les individus atteints et les individus porteurs sains (Meyrick B. O. 2008). 
Pour les patients atteints d'HTAP suite à une exposition aux fenfluramines, la durée 
d'exposition associée au développement de la maladie est significativement plus courte pour 
les personnes porteuses d'une mutation que pour les autres (Souza R. 2008). Ces éléments 
soulignent un concept de plusieurs "hits" pour le développement de la maladie. Les femmes 
sont aussi plus touchées que les hommes, suggérant un second "hit" lié au sexe. 
 Un autre désordre génétique pouvant aboutir à une HTAP est la maladie HHT, décrite 
précédemment. Des mutations d'ACVRL1 ont été impliquées dans des cas d'HTAP. L'équipe 
de N. Morrell a décrit pour la première fois en 2001 un lien entre des mutations d'ACVRL1 et 
l'HTAP (Trembath R. C. 2001). Dans cette étude, les signes cliniques, hémodynamiques et 
histologiques de l'hypertension artérielle associée à des mutations d'ACVRL1 se sont révélés 
strictement identiques à ceux de l'hypertension artérielle associée à des mutations de BMPR2. 
Depuis, de nombreuses études ont confirmé la prédisposition des porteurs de mutation 
d'ACVRL1 pour l'HTAP (Harrison R. E. 2003) (Abdalla S. A. 2004) (Harrison R. E. 2005) 
(Fujiwara M. 2008). Il semble aussi que des mutations de l'ENG puissent favoriser l'apparition 
d'une HTAP (Harrison R. E. 2003) (Chaouat A. 2004). Les symptômes sur les patients qui 
développent une HTAP suite à une mutation d'ACVRL1 apparaissent en moyenne sur des 
patients plus jeunes (22 ans) que pour les porteurs d'une mutation de BMPR2 (36 ans) ou pour 
les non porteurs de mutation (48 ans) (Girerd B. 2010). Les patients porteurs de mutation 
d'ACVRL1 et qui développent une HTAP n'ont souvent pas encore de signe clinique pour 
HHT. Bien que les signes hémodynamiques lors du diagnostic soient généralement moins 
sévères pour les porteurs de mutations d'ACVRL1, l'évolution de la maladie est plus rapide et 
le pronostic plus mauvais que pour les autres cas. L'ensemble des patients porteurs d'une 
mutation d'ACVRL1 ne répondent pas aux vasodilatateurs. La localisation des mutations 





Figure 66 : Modèles animaux pour HTAP. 
Les souris hétérozygotes pour BMPR2 ou sauvages sont infectées par un virus exprimant la 5-
lipoxygénase. 28 jours après l'infection, les poumons des souris hétérozygotes présentent une 
augmentation de la couche de cellules de muscle lisse (flèche) par rapport aux souris sauvages 
(marquage de l'actine de muscle lisse). D'après (Song Y. 2005). 
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% des mutations recensées pour HHT sont dans l'exon 10 d'ACVRL1, un tiers des mutations 
recensées pour HTAP sont dans cet exon. Pour être plus précis, 22 % des mutations causant 
une HTAP se trouvent dans la boîte NANDOR d'ALK1 contre 3 % pour HHT (Girerd B. 
2010).  
 Enfin, un cas d'HTAP a été décrit sur un patient porteur d'une mutation non-sens de 
Smad8 (Shintani M. 2009). Cette mutation entraîne une perte de l'activité de la protéine 
encodée, puisque ce mutant ne peut pas être phosphorylé par ALK3 ou ALK1 
constitutivement actif et n'est pas capable de se lier à Smad4. Il s'agit donc d'une mutation 
perte de fonction qui montre un lien direct entre la voie Smad et la maladie.  
 
2.3 Modèles animaux d'étude de l'HTAP 
 
 Il existe plusieurs modèles animaux pour l'HTAP. Les premiers modèles étaient des 
souris BMPR2 +/-. Trois équipes les ont étudiées. Dans une première étude, les souris 
présentent une HTAP et s'adaptent moins à une situation d'hypoxie (Beppu H. 2004). Un 
second groupe étudia les souris hétérozygotes sans trouver un phénotype en absence de 
stimulation (Song Y. 2005). Par contre, l'infection des souris par un adénovirus encodant la 5-
lipoxygenase crée une inflammation et induit une HTAP dans les souris hétérozygotes (figure 
66). La troisième étude n'a pas détecté d'HTAP de base dans les souris, mais les souris 
développent une HTAP en réponse à un traitement à la sérotonine (Long L. 2006). Notons 
que les souris de ces trois études dans un fond génétique C57BL/6 sont les mêmes, le premier 
groupe ayant donné les souris aux autres groupes. La faible pénétrance chez l'homme peut 
expliquer la difficulté de détecter un phénotype sur les souris hétérozygotes. Une diminution 
de 70 à 90 % de l'expression de BMPR2 réalisée grâce à un shRNA n'aboutit pas non plus à 
une HTAP mais plutôt à un phénotype HHT (vaisseaux dilatés) (Liu D. 2007). Ceci implique 
bien un second "hit" absolument nécessaire pour le développement de l'HTAP, tandis que la 
diminution de la voie BMP seule aboutit à un phénotype HHT (les degrés de gravité pouvant 
être la conséquence d'un second "hit"). La surexpression inductible d'un mutant dominant-
négatif dans les cellules de muscle lisse aboutit à une augmentation de la pression artérielle 
pulmonaire. Cette étude permet de penser que l'HTAP est un problème des cellules de muscle 
lisse et non des cellules endothéliales (West J. 2004). Cependant, le lien entre les mutations 
d'ACVRL1 et HTAP sous-entend un défaut des cellules endothéliales. De plus, une récente 
étude du groupe de P. Oh a montré un rôle des cellules endothéliales dans l'HTAP 
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(Hong K. H. 2008). En effet, en induisant une invalidation totale ou hétérozygote de BMPR2 
dans les cellules endothéliales, et plus particulièrement dans l'endothélium pulmonaire par 
induction de la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur L1 déjà présenté, ce groupe a 
obtenu des souris qui développent une HTAP entre 2 et 7 mois. Les vaisseaux pulmonaires 
des souris présentent une augmentation du nombre de cellules endothéliales et de cellules de 
muscle lisse. Il semble donc que l'HTAP soit une maladie des cellules de muscle lisse et des 
cellules endothéliales. 
 
2.4 Etudes fonctionnelles de mutations impliquées dans l'HTAP 
 
 Les mutations de BMPR2 retrouvées dans l'HTAP sont en grande majorité (environ 70 
% des cas) des mutations aboutissant à une protéine tronquée. Les mutations faux-sens sont 
retrouvées dans le domaine extracellulaire, le domaine kinase et la queue cytoplasmique. 
Cette dernière représente un domaine spécifique de BMPR2 de par sa longueur (plus de 500 
acides aminés).  
 Dans l'ensemble des études publiées actuellement, les auteurs ont étudié lors de la 
surexpression de mutants BMPR2 les voies de signalisation Smad et/ou p38. Cependant, 
aucune étude n'a étudié la phosphorylation de récepteurs de type 1 par les mutants de BMPR2, 
alors que la fonction première d'un récepteur de type 2 est de phosphoryler les récepteurs de 
type 1 et non de phosphoryler les voies de signalisation. Les études apportent donc une preuve 
indirecte de l'activité des mutants de BMPR2. La première étude fonctionnelle de mutants de 
BMPR2 a été réalisée en 2001 par l'équipe de W. Nichols (Machado R. D. 2001). Cette étude 
teste l'activité de deux mutants : une mutation du domaine kinase et une mutation de la queue 
cytoplasmique. Les auteurs trouvent alors que ces deux mutants n'induisent pas une activation 
de la voie Smad lors d'une stimulation par BMP4 et proposent l'haploinsuffisance comme 
modèle moléculaire. Cependant, deux études indépendantes publiées en 2002 contredisent 
leurs résultats. Dans l'étude du groupe de K. Miyazono, les auteurs étudient cinq mutations : 
une mutation faux-sens sur une cystéine du domaine extracellulaire, deux mutations faux-sens 
dont une sur une cystéine du domaine kinase et deux mutations entraînant une protéine 
tronquée de la queue cytoplasmique (Nishihara A. 2002). L'activité des mutants est étudiée 
par les surexpressions de ces mutants et d'ALK3 avec stimulation par BMP2. Curieusement, 
les quantités de plasmide utilisées sont différentes suivant les mutants utilisés, ce qui implique
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une différence dans le niveau d'expression de ces mutants. Néanmoins, les auteurs montrent 
que les mutants du domaine extracellulaire et du domaine kinase n'induisent pas la voie Smad 
en réponse à BMP2, alors que les mutants de la queue cytoplasmique ont une activité kinase 
comparable à BMPR2 sauvage. Les auteurs ont même utilisé un mutant dépourvu totalement 
de la queue cytoplasmique de BMPR2 et obtiennent une activation de la voie Smad avec ce 
mutant. Concernant l'effet dominant-négatif de ces mutants, une cotransfection avec ALK3, 
BMPR2 sauvage et les mutants est réalisée. Dans cette étude aussi de manière surprenante les 
quantités de plasmide utilisées varient entre les mutants, et le ratio BMPR2 sauvage/BMPR2 
muté n'est pas constant. Difficile dans ces conditions de pouvoir comparer l'effet de BMPR2 
muté sur l'activité de la forme sauvage. Les auteurs concluent à un effet dominant-négatif 
pour le mutant extracellulaire et le mutant kinase sur la cystéine, l'effet dominant-négatif de 
l'autre mutant du domaine kinase étant peu clair. La localisation cellulaire des mutants est 
étudiée grâce à un marquage fluorescence de l'étiquette myc des mutants. Les auteurs 
montrent que lorsqu'une cystéine est mutée, que ce soit dans le domaine extracellulaire ou 
même le domaine intracellulaire, la protéine mutée ne peut pas rejoindre la membrane 
plasmique et est donc inactive. Dès lors, l'effet dominant-négatif observé pour ces deux 
mutants est à remettre en question. En conclusion, cette étude montre que les mutations de 
BMPR2 ont différentes conséquences sur l'activité de la protéine résultante. Les mutants sur 
des cystéines ne parviennent pas à la membrane plasmique, les mutants faux-sens du domaine 
kinase ont un défaut dans l'activité enzymatique, tandis que les mutants tronqués de la queue 
cytoplasmique apparaissent normaux. La seconde étude de 2002 est celle du groupe de N. 
Morrell (Rudarakanchana N. 2002). Ils ont étudié quatorze mutations faux-sens : quatre 
mutations du domaine extracellulaire (toutes sur des cystéines), six du domaine kinase (dont 
trois sur des cystéines), et quatre de la queue cytoplasmique. Utilisant des mutants couplés à 
la GFP, les auteurs montrent que les mutants du domaine extracellulaire ne peuvent pas 
atteindre la membrane plasmique, sont dépourvus d'activité en réponse à une stimulation par 
BMP4, et ne lient pas 125I-BMP4. Ces résultats confirment ceux de l'étude décrite 
précédemment. Concernant les mutants du domaine kinase, les mutants sur des cystéines 
n'atteignent pas la membrane plasmique, sont inactifs en réponse à BMP4 et ne lient pas 125I-
BMP4. Ces résultats sont aussi en adéquation avec l'étude précédente. Par contre, les mutants 
du domaine kinase qui ne sont pas sur des cystéines atteignent la membrane plasmique, lient 
le ligand radioactif mais n'induisent pas la signalisation Smad. Enfin, les mutants de la queue 
cytoplasmique atteignent la membrane plasmique, lient le ligand et induisent la 
phosphorylation de la voie Smad en réponse à une stimulation par BMP4. Jusqu'ici, les
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résultats sont en totale corrélation avec ceux de l'équipe de K. Miyazono. Les auteurs ont 
alors étudié la voie p38, voie non canonique pouvant être activée par les BMPs. Ils montrent 
alors que le niveau de phosphorylation de p38 ne varie pas lors d'une stimulation par BMP4 
lorsque les mutants de BMPR2 sont surexprimés (quel que soit le mutant étudié), alors que 
BMPR2 sauvage induit une phosphorylation de p38 en réponse à BMP4. Les auteurs 
concluent alors à une activation par les mutants de la voie p38 ligand-indépendante. Pourtant, 
les mutants dont la kinase est altérée ou qui ne peuvent rejoindre la membrane plasmique et 
qui sont donc séquestrés dans le réticulum endoplasmique ne peuvent pas induire la voie p38. 
De plus, aucune publication ne fait état d'une phosphorylation directe de p38 par BMPR2. Il 
faudrait donc imaginer que les mutants ne puissent pas activer les récepteurs de type 1 pour la 
voie Smad, mais pourraient activer les récepteurs de type 1 pour la voie p38 en l'absence de 
ligand. Ces résultats sont donc très critiquables. Le groupe de P. Knaus a publié, toujours en 
2002, un article sur le rôle de la queue cytoplasmique de BMPR2 dans l'activité de ce 
récepteur (Nohe A. 2002). Réalisant plusieurs récepteurs tronqués, les auteurs montrent qu'un 
récepteur sans domaine kinase ni queue cytoplasmique est dépourvu d'activité en réponse à 
BMP2 (sur l'activation de la voie Smad et p38). Cependant, un mutant dépourvu de la queue 
cytoplasmique peut en effet induire la voie Smad, mais pas la voie p38. Ces résultats 
indiquent plutôt une perte d'activation de la voie p38 par les mutants de la queue 
cytoplasmique en réponse à un ligand et non une activation constitutive. La queue 
cytoplasmique interagirait avec des protéines cytoplasmiques permettant l'induction de la voie 
p38 et en cas de mutations ou de troncation, cette interaction disparaitrait, entraînant la perte 
d'induction de la voie. Ces résultats suggèrent que l'HTAP serait une conséquence d'une voie 
p38 altérée et non de la voie Smad. Néanmoins, BMP4 inhibe la prolifération des cellules de 
muscle lisse par une voie indépendante de p38 (Yu P. B. 2008).  
 Une étude de 2005 est particulièrement intéressante puisqu'elle utilise des cellules de 
muscle lisse de patients (Yang X. 2005). Ces cellules proviennent de trois patients porteurs 
d'une mutation ponctuelle de BMPR2, deux dans le domaine kinase et un dans la queue 
cytoplasmique. Le niveau de P-Smad1, en réponse à une stimulation par BMP4, en 
comparaison à des cellules provenant de personnes saines, est très faible dans les cellules des 
patients dont la mutation est dans le domaine kinase, et réduite dans les cellules du patient 
dont la mutation est sur la queue cytoplasmique. L'inhibition de la prolifération induite par 
BMP4 est largement altérée dans les cellules de patients avec la mutation du gène BMPR2, 
mais aussi dans les cellules de patients atteints d'HTAP sans mutation de ce gène. Cette étude 
montre un rôle clé de la voie des BMPs, même dans les cas d'HTAP idiopathique. Ces
  
                   
Figure 67 : Modèle moléculaire et cellulaire de HTAP. 
La diminution de la voie de BMP4 suite aux mutations de BMPR2 ou à la diminution du taux 
de BMPR2 amoindrit la protection contre l'apoptose des cellules endothéliales et l'effet anti-
prolifératif de BMP4 sur les cellules de muscle lisse. Le système immunitaire peut induire 
l'apoptose des cellules endothéliales (NK : Lymphocytes Natural Killer). Les clones de 
cellules endothéliales résistantes à l'apoptose prolifèrent suite à une diminution de la voie 
ALK1 et forment les lésions plexiformes. La sécrétion de facteurs vasodilatateurs par les 
cellules endothéliales est diminuée, tandis que la sécrétion de facteurs vasoconstricteurs 
augmente. Ceci conduit à une constriction des vaisseaux. La sécrétion de PDGF augmente 
induisant le recrutement excessif de cellules de muscle lisse.  
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résultats confirment ceux d'une étude sur des poumons de patients atteints d'HTAP, prélevés 
lors d'une transplantation. Ces travaux ont permis de montrer une baisse de l'expression de 
BMPR2 dans la vascularisation des poumons, même dans les poumons de cas idiopathiques 
sans mutation du gène (Atkinson C. 2002). La voie BMPR2 apparait donc diminuer dans tous 
les cas d'HTAP. 
 
 En conclusion, les études fonctionnelles des mutations de BMPR2 n'apportent pas 
encore un modèle moléculaire clair pour l'HTAP. Les conséquences des mutations sont 
différentes en fonction des domaines affectés. Une meilleure compréhension du rôle de la 
queue cytoplasmique apparaît indispensable, ainsi que des interactions entre ce domaine et les 
protéines cytoplasmiques. Plusieurs interactions ont été décrites, comme avec LIMK1 
(régulateur du cytosquelette) (Foletta V. C. 2003) ou Tctex-1 (une composante de la protéine 
moteur Dynein) (Machado R. D. 2003) ou encore Trb3 (TRiBbles like protein 3, protéine qui 
entraîne la dégradation de Smurf1 et augmente ainsi la voie des BMPs) (Chan M. C. 2007). 
Leur implication dans l'HTAP par contre n'est pas établie. Enfin, en prenant en compte les cas 
d'HTAP consécutifs à une mutation d'ALK1, il serait intéressant d'étudier l'effet des mutations 
de BMPR2 sur l'activation d'ALK1 en réponse à BMP9.  
 
2.5 Modèle moléculaire et cellulaire de l'HTAP 
 
 L'HTAP est caractérisée par un remodelage vasculaire, la formation de thromboses et 
une inflammation à des degrés divers (Tuder R. M. 2007). Le remodelage vasculaire est la 
conséquence d'une hyperprolifération couplée à une augmentation de la survie des cellules de 
muscle lisse (Rubin L. J. 1997), aboutissant à une hypertrophie de la média, des lésions de 
l'intima et un épaississement de l'adventis (Atkinson C. 2002). L'altération de la prolifération 
et de la survie des cellules endothéliales entraîne la formation de lésions plexiformes (figure 
65) (Sakao S. 2005). Ces lésions pourraient être la conséquence d'une apoptose précoce des 
cellules endothéliales par diminution de la voie des BMPs (BMP4 protégeant les cellules 
endothéliales de l'apoptose (Teichert-Kuliszewska K. 2006)). Des clones de cellules 
endothéliales résistant à l'apoptose survivent alors, formant ces lésions plexiformes (figure 
67). 
 Les dysfonctions endothéliales conduisent à une modification de la sécrétion des 
facteurs contrôlant le tonus vasculaire. Dans la circulation pulmonaire de personnes saines, les 
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facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs relargués localement ou circulant sont finement 
régulés. Dans l'HTAP, plusieurs facteurs sont dérégulés. L'endothéline-1 (Cacoub P. 1993), 
l'angiotensine II (Hoeper M. M. 2002) et la sérotonine (Eddahibi S. 2001) sont des facteurs 
vasoconstricteurs dont les niveaux sont augmentés dans la pathologie. Inversement, les 
prostaglandines (Tuder R. M. 1999) et l'oxide nitrique (Giaid A. 1995) sont des 
vasodilatateurs diminués dans la pathologie (figure 67). Ces facteurs constituent des cibles 
thérapeutiques importantes. Notons que l'endothéline-1 est induite par la voie BMP9/ALK1 
sur les cellules endothéliales (Star G. P. 2010). Cette voie étant altérée dans l'HTAP, il est 
suprenant de retrouver un taux d'endothéline-1 élevé chez les patients HTAP. 
 La formation de thromboses est la conséquence d'un dérèglement de la fonction 
plaquettaire, aboutissant à un état procoagulant (Johnson S. R. 2006). Les anticoagulants 
peuvent être utilisés en traitement.  
 Les mécanismes moléculaires conduisant à l'HTAP sont encore peu clairs. Néanmoins, 
une étude a montré que les cellules endothéliales de patients en culture sécrètent des facteurs 
augmentant la prolifération des cellules de muscle lisse de ces patients (Eddahibi S. 2006). 
Parmi ces facteurs, la sérotonine explique à 60 % l'hyperprolifération des cellules de muscle 
lisse qui ont reçu le milieu de culture des cellules endothéliales des patients. Il semble donc 
que l'HTAP soit une maladie où les cellules endothéliales dérégulent la croissance des cellules 
de muscle lisse par une sécrétion paracrine de facteurs de croissance anormale. Les cellules 
endothéliales de patients sécrètent aussi un taux plus élevé de PDGF, facteur de croissance et 
de recrutement des cellules de muscle lisse (Perros F. 2008).  
 Les cytokines proinflammatoires pourraient induire une HTAP avec notamment une 
infiltration importante des cellules du système immunitaire dans les tissus atteints (Dorfmuller 
P. 2003) (Perros F. 2007). Des anticorps autoimmuns, dirigés contre les cellules endothéliales 
et entraînant leur apoptose, sont aussi détectés chez des patients, suggérant fortement un rôle 
du système immunitaire dans le développement de la pathologie (figure 67) (Tamby M. C. 
2005).  
 
 En résumé, le mécanisme moléculaire de développement de l'HTAP n'est pas connu et 
il semble vraisemblable que plusieurs mécanismes existent. A l'heure actuelle de nos 
connaissances, les dysfonctions premières pourraient se passer sur les cellules endothéliales. 
Une apoptose des cellules endothéliales par diminution de la voie des BMPs (diminution du 
taux de BMPR2, mutations de BMPR2 ou ACVRL1) ou par action du système immunitaire 
conduit à des lésions plexiformes. De plus, les facteurs sécrétés par les cellules endothéliales
  
 
Figure 68 : Remodelage vasculaire dans l'HTAP. 
D'après (ten Dijke P. 2007). 
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contrôlant le tonus vasculaire sont dérégulés avec une balance favorable aux facteurs 
vasoconstricteurs. La cause dans le dérèglement de ces facteurs du tonus vasculaire n'est pas 
identifiée à ce jour. Les cellules endothéliales sécrètent aussi en excès des facteurs favorisant 
la croissance des cellules de muscle lisse comme le PDGF, s'ajoutant à la baisse de la voie des 
BMPs dans ces cellules de muscle lisse, qui prévient normalement la croissance excessive de 
ces cellules. Au final, les vaisseaux pulmonaires ont un endothélium altéré et une couche de 
cellules murales épaissie, entraînant une diminution de la lumière des vaisseaux, une 
augmentation de la résistance au flux et donc une élévation de la pression pulmonaire (figure 
68). Cette élévation conduit à un travail du cœur droit excessif qui peut conduire à une 
défaillance cardiaque fatale. 
 
2.6 Les traitements de l'HTAP 
 
 Il n'existe actuellement pas de traitement totalement efficace à cette pathologie. La 
limitation des efforts physiques est la première mesure à appliquer (Rubin L. J. 1997). Les 
diurétiques avec un régime sans sel peuvent diminuer la surcharge ventriculaire droite 
(Montani D. 2005). Les anticoagulants diminuent aussi les thromboses et permettent une 
meilleure survie des patients (Johnson S. R. 2006). Les traitements visant la voie des 
prostaglandines (par injection intraveineuse continue de la prostacycline ou par administration 
d'analogue de la prostacycline), de l'oxyde nitrique et de l'endotheline-1 permettent de 
prolonger la vie du patient dans de meilleures conditions de vie (Humbert M. 2004). 
Cependant, le manque de compréhension du mécanisme moléculaire rend le développement 
de molécules thérapeutiques difficile. La transplantation pulmonaire reste aujourd'hui la seule 
















 Ma thèse a débuté juste après l'identification de BMP9 et BMP10 comme ligand 
physiologique d'ALK1. Cette découverte a marqué un tournant majeur dans l'étude de la 
signalisation d'ALK1, de son activité cellulaire ainsi que de son implication dans 
l'angiogenèse physiologique et tumorale. BMP9 est circulante à des doses biologiquement 
actives. Aucune preuve ne permet de penser que BMP10 est circulante, son expression 
semblant principalement restreinte au cœur. BMP9 semble donc être le ligand responsable de 
l'activation d'ALK1 in vivo.  
  
 Objectif général de la thèse : poursuivre l'étude du rôle de BMP9 à différentes 
échelles : du moléculaire aux modèles in vivo. 
 
 1) BMP9 : outil diagnostique dans la maladie de Rendu-Osler. 
 ALK1 est un récepteur membranaire muté dans la maladie de Rendu-Osler de type 2. 
La découverte de BMP9 en tant que ligand physiologique d'ALK1 a ouvert des possibilités 
d'étude moléculaire pour cette pathologie jusqu'alors impossible. Mon premier projet de thèse 
a donc consisté à étudier l'activité de différents mutants d'ALK1 en réponse à BMP9 et de 
mettre au point un test diagnostique pour discriminer les polymorphismes rares des mutations 
pathologiques. 
 
 2) Structure du complexe ALK1/BMP9. 
 L'affinité de BMP9 pour ALK1 est largement supérieure aux affinités des autres BMPs 
pour leurs récepteurs. Mon second projet de thèse consistait alors à produire le domaine 
extracellulaire d'ALK1 et la forme mature de BMP9 afin de pouvoir réaliser la structure du 
complexe et d'en déduire ainsi le mode de liaison de BMP9 sur ALK1. Ce projet doit nous 
permettre à plus long terme de proposer un peptide agoniste de BMP9.  
 
 3) Analyse de l'angiogenèse des souris BMP9 -/-. 
 Mon troisième projet se porte à l'échelle d'un organisme entier avec l'étude du 
phénotype de la souris invalidée pour BMP9. Cette étude comporte l'analyse de l'angiogenèse 











Projet 1 : BMP9 : outil diagnostique dans la maladie de Rendu-
Osler. 
Contexte de l'étude 
 
 Les mutations du gène ACVRL1 sont responsables de deux maladies vasculaires : la 
maladie de Rendu-Osler de type 2 (HHT-2) (Johnson D. W. 1996) et l'hypertension artérielle 
pulmonaire (HTAP) (Trembath R. C. 2001).  
 Le premier modèle de signalisation d'ALK1 était un hétérodimère ALK1/ALK5 liant 
TGF-β1 et activant les deux voies Smad (Goumans M. J. 2002). En suivant ce modèle, 
plusieurs équipes ont étudié les conséquences fonctionnelles des mutations d'ALK1 en 
réponse à TGF-β1 (Lux A. 1999) (Harrison R. E. 2003) (Gu Y. 2006) (Fernandez L. A. 2006). 
L'ensemble des résultats de ces travaux n'ont pas permis d'établir un modèle moléculaire de 
HHT-2. En effet, tous les mutants ne présentent pas la même activité en réponse à TGF-β1, 
certains étant totalement inactifs, d'autres gardant la possibilité d'activer la voie Smad1/5/8. 
Cette hétérogénéité des réponses des mutations à une stimulation au TGF-β1 n'a pas permis 
l'établissement d'un modèle moléculaire clair pour HHT-2 et ne permet pas de mettre au point 
un test moléculaire de fonctionnalité discriminant les mutations pathologiques des 
polymorphismes rares. Cependant, la contestation de TGF-β1 en tant que ligand d'ALK1 et la 
capacité d'ALK5 à activer la voie Smad1/5/8 sans ALK1 (Wrighton K. H. 2009b) remettent 
en cause la validité des résultats de ces études.     
 La découverte de nouveaux ligands d'ALK1, BMP9 et BMP10 (David L. 2007a) a 
ouvert des possibilités nouvelles dans les études fonctionnelles de mutations d'ACVRL1, afin 
de pouvoir proposer un modèle d'étude de la maladie. De plus, la présence de BMP9 dans le 
sérum nous a incités vivement à étudier la fonctionnalité des mutations d'ACVRL1 en réponse 






Objectifs de l'étude 
 
1) Analyser les conséquences fonctionnelles des différentes mutations d’ALK1. 
 
2) Proposer un modèle moléculaire de HHT-2. 
 
3) Discriminer les mutations pathogènes des polymorphismes rares pour le conseil génétique 




 ALK1 étant exprimé uniquement dans les cellules endothéliales, il est très difficile 
d'avoir accès à des cellules de patients HHT-2 exprimant ALK1 muté. La stratégie de l'étude a 
donc consisté à surexprimer ALK1 WT ou des formes mutées d'ALK1, retrouvées sur des 
patients HHT-2 et recréées par mutagenèse dirigée, dans des cellules dépourvues d'ALK1 
endogène (NIH/3T3 ou Cos7).  
 Les cellules transfectées m'ont permis : 1) d'étudier la localisation cellulaire d'ALK1 
mutée, 2) de mesurer la capacité des récepteurs mutés à fixer BMP9, 3) d'analyser l'activité 
kinase de ces mutants en réponse à BMP9, 4) d'étudier l'effet de ces mutants sur l'activité de 
l'allèle sauvage (étude d'un effet dominant-négatif) en recréant une cellule exprimant un allèle 
muté et un allèle sauvage et mimant ainsi une cellule hétérozygote comparable à celle des 
patients, 5) d'étudier l'impact fonctionnel de mutant de la queue NANDOR, mutations très 
fréquentes dans l'HTAP et pouvant donc avoir des conséquences fonctionnelles particulières, 
6) d'établir un test diagnostique pour le conseil génétique aux familles. 
 Pour étudier l'activité kinase des récepteurs, nous avons réalisé des western blots avec 
un anticorps anti-P-Smad1/5. Afin d'obtenir une mesure plus quantitative, nous avons utilisé 
un test biologique de mesure de la voie Smad1/5/8. Le test est basé sur l'activation d'un 
élément de réponse à cette voie Smad, appelé BRE pour BMP Responsive Element, cloné 
devant le gène de la luciférase. En cotransfectant ce plasmide avec un plasmide codant pour 
ALK1 (WT ou mutée) dans des cellules dépourvues d'ALK1 endogène, nous obtenons des 
cellules qui vont exprimer la luciférase lorsque la voie Smad1/5/8 sera activée. L'activation de 
la voie Smad par BMP9 via le récepteur ALK1 est alors quantifiable. Une transfection avec le 
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gène de la β-galactosidase à la place du gène ALK1 permet de vérifier que l'activation de la 
voie Smad par BMP9 passe uniquement par ALK1. 
 En collaboration avec le service de génétique moléculaire et génétique de l'hôpital 
Edouard Herriot de Lyon, nous avons sélectionné des mutations ponctuelles retrouvées sur 
des patients HHT-2 sur l'ensemble des domaines d'ALK1 : domaine extracellulaire, boîte GS, 
domaine kinase et queue NANDOR. Nous avons aussi sélectionné une mutation aboutissant à 
une protéine tronquée, car cette mutation est retrouvée fréquemment en France suite à un effet 




 Les résultats ont été publiés dans Blood, 2010, 116 (9), 1604-1612. 
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Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT)
is an autosomal dominant genetically inher-
itable vascular dysplasia caused by muta-
tions in genes encoding receptors of the
transforming growth factor-b (TGF-b) fam-
ily: ENG, encoding endoglin (HHT1), and
ACVRL1, encoding activin receptor-like ki-
nase-1 (ALK1; HHT2). Our recent discovery
of bone morphogenetic protein 9 (BMP9) as
the specific ligand for ALK1 allowed us to
reevaluate the functional significance of
ACVRL1 mutations. We generated 19 ALK1
mutants reproducing HHT2 mutations (4
were novel mutations) found throughout the
protein. We show that all ALK1 mutant pro-
teins were expressed by transfected cells;
most of them were present at the cell sur-
face and retained their ability to bind BMP9
(except for the extracellular mutants). How-
ever, most were defective in BMP9 signal-
ing. None of the ALK1 mutants had a domi-
nant negative effect on wild-type ALK1
activity. These data demonstrate that muta-
tions of ACVRL1 fit with a functional haploin-
sufficiency model affecting BMP9 signaling.
Our study also identified 4 ACVRL1 muta-
tions (D179A, R386C, R454W, and A482V)
that did not alter the BMP9 responses that
are polymorphisms and 2 novel mutations
that are pathogenic (L381P and I485F). This
demonstrates that the analysis of BMP9
responses can be used as a diagnostic tool
by geneticists confronted with novel or con-
flicting ACVRL1 mutations. (Blood. 2010;
116(9):1604-1612)
Introduction
Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT, Rendu-Osler dis-
ease) is an autosomal dominant genetically inheritable vascular
dysplasia. HHT affects approximately 1 in 8000 persons, and
approximately 1.2 million people worldwide have HHT. The
clinical features of the disorder include recurrent nosebleeds,
mucocutaneous telangiectases, and arteriovenous malforma-
tions in lung, liver, and central nervous system. HHT is caused
by germline mutations in 1 of 2 major genes: ENG, encoding
endoglin, and ACVRL1, encoding activin receptor-like kinase
type 1 (ALK1), respectively, defining the HHT1 and HHT2
clinical variants.1,2 Mutations have also been identified in
MADH4 that encodes Smad4 in a subset of families with
combined juvenile polyposis and HHT, and there is evidence for
the existence of 2 other HHT-associated genes.3-5 ACVRL1 and
ENG mutations are currently found in 80% to 90% of patients
with a definite clinical diagnosis.6 HHT displays wide allelic
heterogeneity, and more than 600 mutations have been reported
in the HHT mutation database (www.hhtmutation.org). Muta-
tions in ACVRL1 or ENG are distributed over the entire coding
sequence. Mutations can also be found in intronic splice sites of
both genes. Large deletions or duplications, from single exons to
the whole gene, have also been reported.7-9
The mechanisms by which these mutations cause HHT are
not yet clearly understood. The different manifestations vary
considerably, even among members of the same family sharing
the same mutation; to date, disease severity has not been
associated with specific mutations.7,10 HHT1 patients express
reduced levels of endoglin.11,12 HHT1 is therefore the result of
haploinsufficiency.13 Similarly, haploinsufficiency may account
for HHT2, although the abundance of missense mutations
affecting exons 7 and 8 suggests abnormal function of certain
ALK1 proteins. ALK1 expression has been measured in human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) by fluorescence-
activated cell sorter (FACS) or metabolic labeling and immuno-
precipitation and has been found to be reduced in 3 patients with
ACVRL1 missense mutant codons (G48E/A49P, W50C, and
S333I) and to be normal in 1 patient with an in-frame deletion
(S232del).14 However, the number of patients is too small to
definitively conclude that HHT2 is really the result of
haploinsufficiency.
Endoglin and ALK1 are components of a transforming
growth factor-b (TGF-b) family receptor complex that are
primarily expressed on endothelial cells. Endoglin is a type III
receptor with no kinase activity that enhances ligand binding to
its signaling receptors. ALK1 is 1 of 5 different type I receptors
of the TGF-b family that act downstream of the type II receptors
and determine the signaling specificity by recruiting receptor-
Smads. ALK1 promotes Smad1 and Smad5 phosphorylation.
The ALK1 receptor had long been considered an orphan
receptor. However, we recently identified bone morphogenetic
protein 9 (BMP9) and BMP10 as ligands for ALK1.15 These data
were subsequently confirmed by another group.16 Furthermore,
we could establish that BMP9, but not BMP10, is present in
human plasma and contributes to adult vascular quiescence.17
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The discovery of BMP9 as a specific ligand for ALK1 may
represent a significant step in understanding HHT as it allows us
to reconsider the molecular mechanisms behind the disease
pathogenesis.18 The aim of the present study was to evaluate the
functional significance of ACVRL1 mutations found in HHT2
patients using BMP9 as a ligand. We generated 19 ALK1
mutants corresponding to 15 previously described mutations and
4 novel mutations. These mutations were distributed throughout
different regions of the protein. We found that all the ALK1
mutant proteins were expressed and that most of them were
present at the cell surface and retained their ability to bind
BMP9 (except for the extracellular mutations). However, most
were defective in BMP9 signaling. Furthermore, none of the
ALK1 mutant behaved as a dominant negative receptor by
inhibiting signaling through the wild-type receptor. This study
suggests that HHT2 follows a model of functional haploinsuffi-
ciency in which the BMP9 response in heterozygotic patients is
decreased by 50% because of the loss of 1 functional allele. We
also demonstrated that analysis of the BMP9 response could
discriminate pathogenic (L381P, I485F) from polymorphic
(D179A, R386C, R454W) ACVRL1 mutations. This further
demonstrates that the study of the BMP9 response through the




NIH-3T3 fibroblasts and COS-7 cells were maintained in Dulbecco
modified Eagle medium, 4.5 g/L glucose (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum (Biowest; Abcys).
DNA constructs
ALK1 mutants were generated by polymerase chain reaction through
site-directed mutagenesis of the WT-ALK1 plasmid cloned in pcDNA3
(kindly provided to us by Dr C. H. Heldin, Ludwig Institute for Cancer
Research, Uppsala, Sweden) using the Stratagene QuikChange kit.
Fifteen mutations found in HHT2 patients throughout the ACVRL1 gene
were selected (Figure 1A; Table 1). Fourteen were missense mutations:
3 were in the extracellular domain (C51Y, C77W, and N96D); 1 was located
in the intracellular GS (glycine/serine rich) region, a helix-loop-helix
structure proximal to the kinase domain (D179A); and 10 were located in
the intracellular kinase domain (A347P, R374W, R374Q, R411Q, R411W,
R411P, R479Q, R484W, R484Q, and I485F). One was a 1-bp frameshift
insertion (c.1112dupG) leading to a premature stop codon (G371fsX391).
This mutation is frequent in patients of French descent and has been shown
to be the result of a regional founder effect.19 Four other ACVRL1 missense
mutations were also selected because they were found in patients with
conflicting results with respect to their molecular diagnosis: 3 ACVRL1
mutations (L381P, A482V, and R454W) corresponded to patients who also
had a mutation in the ENG gene, whereas the last (R386C) was observed in
a patient with 2 mutations located on the same ACVRL1 allele.
Within these mutations, 4 (L381P, R386C, R454W, and I485F) had not
been reported previously in patients with HHT2. The mutations (D179A,
R374W, R374Q, L381P, R411W, R411Q, and R484W) have been described
in pulmonary artery hypertension (PAH) patients.20-22
Double ALK1 mutants carrying both a mutation turning the receptor
into a constitutively active ALK1 (ALK1ca) form (Q201D) and a mutation
found in HHT2 (Q201D/A347P, Q201D/R479Q, and Q201D/R484W) were
also generated by site-directed mutagenesis.
All these constructs were HA-tagged at their C-terminus. Some of the
mutants were also (His)6-tagged at their C-terminus (WT-ALK1, R479Q,
R484Q, and I485F) or HA-tagged at their N-terminus (WT-ALK1, C51Y,
C77W, and N96D). A b-gal plasmid cloned in pcDNA3 was used as a
control.
Reporter gene constructs
The reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding firefly luciferase down-
stream of a BMP response element23 was kindly provided by Dr P. ten Dijke
Figure 1. Expression and localization of the different ALK1 mutants. (A) The 19
different mutations are distributed on the map of the ALK1 protein. The mutations
indicated with a dotted line are the conflicting mutations. (B) Protein expression of
ALK1 mutants. Expression vectors encoding HA-tagged (at their C-terminus), ALK1
(WT or mutants), or b-gal (control) were transiently transfected into NIH-3T3 cells for
24 hours. Cell lysates (20 mg proteins) were resolved by 10% SDS-PAGE and
immunoblotted with antibodies directed against HA and a-tubulin (as a loading
control). (C-D) Flow cytometry analysis of NIH-3T3 cells transfected with expression
vectors encoding HA-tagged (at their N-terminus), ALK1 (WT or mutants), or b-gal
(control) for 24 hours. Nonpermeabilized transfected cells were stained for cell
surface ALK1 expression (C, anti-ALK1 antibody) or (D, anti-HA antibody).
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(Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands). The pRL-TK-
luc plasmid encoding renilla luciferase downstream of the thymidine kinase
promoter was purchased from Promega.
DNA transfection and dual luciferase activity assay
NIH-3T3 cells were transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipo-
fectamine (Invitrogen) with 0.1 mg pGL3(BRE)2-luc, 0.02 mg of pRL-TK-
luc, and different doses of plasmids encoding WT-ALK1 or the different
mutants. Four hours after transfection, cells were treated with or without
recombinant BMP9 (100 pg/mL; R&D Systems) for 15 hours. Firefly and
renilla luciferase activities were measured sequentially with the Dual-
Luciferase reporter assay (Promega).
Immunoprecipitation and Western blot analysis
NIH-3T3 cells were transfected as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay” with the different ALK1 mutants. At 48 hours
later, cells were serum-deprived for 1 hour and then stimulated with BMP9
(100 pg/mL) for 1 hour. Cells were then washed twice with PBS and lysed
in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer with a cocktail of
protease inhibitors (P8340; Sigma-Aldrich). For immunoprecipitation, cells
were lysed in 50mM phosphate buffer (pH 8), 300mM NaCl, 5mM
imidazole, 0.5% (vol/vol) Triton X-100. Cell lysates were subjected to
overnight immunoprecipitation with the anti-His antibody (H1029; Sigma-
Aldrich), followed by adsorption to protein G Plus-Agarose (Calbiochem)
for 1 hour. Proteins were separated by sodium dodecyl sulfate–
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 10%) and analyzed by
immunoblotting with anti-HA (3F10; Roche Diagnostic GmbH), anti-
phosphoSmad1/5 (41D10; Cell Signaling Technology), and anti–a-tubulin
(generously provided by Dr D. Job, Inserm U366, Grenoble, France)
antibodies.
Flow cytometric analysis of ALK1 expression
NIH-3T3 cells were transfected as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay” with the different ALK1 mutants. Twenty-four
hours later, cells were detached with diluted trypsin solution (0.000625%).
Cells were then labeled for 1 hour at 4°C with polyclonal anti-ALK1
(AF370; R&D Systems) or anti-HA (3F10; Roche Diagnostic GmbH)
antibodies or with isotype-matched control IgGs. Labeling was detected
with Alexa488-conjugated secondary antibodies (Invitrogen). Labeled cells
were analyzed by FACS using a FACScan apparatus and the CellQuest
software (BD Biosciences).
[125I]-BMP9 radioreceptor assay
BMP9 was radioiodinated using the chloramine T method.24 COS-7 cells
were incubated on ice for 2 hours with radiolabeled BMP9 (36 mCi/mg).
After incubation, cells were washed, lysed (NaOH 0.1M), and bound
radioactivity was measured in a g-counter. Nonspecific binding, as deter-
mined on b-gal-transfected cells, was deduced from the values of total
binding on ALK1-transfected cells.
Results
The ALK1 protein consists of a small extracellular domain
(encoded by exons 2, 3, and part of exon 4), a short transmembrane
domain (exons 4, and part of 5), and a large intracellular domain
including the GS domain (from exon 5) and the serine/threonine
kinase domain (exons 5-10). To investigate the effects of HHT2-
related ALK1 mutations on BMP9 signaling, we first generated 15
mutants, reproducing human mutations found throughout the
ACVRL1 gene in HHT2 patients (Table 1; Figure 1A).
First, we analyzed whether these mutations affect protein
expression. To this end, we transfected the ALK1 mutant constructs
into NIH-3T3 cells that do not endogenously express ALK1,15 and
evaluated mutant proteins by anti-HA immunoblotting. A b-gal-
expressing plasmid was used as a control in all experiments. As
shown in Figure 1B, all mutants, except 1 (G371fsX391), were
expressed at levels comparable with that of wild-type ALK1 (WT).
The mutation G371fsX391 could not be detected by Western
blotting as this mutation leads to a truncated protein lacking the
C-terminal HA tag. To evaluate the expression of this protein and to
determine whether ACVRL1 mutations affect ALK1 localization at
the plasma membrane, we examined ALK1 cell surface expression
using FACS analysis with a polyclonal anti-ALK1 antibody. No
ALK1 expression was detected in the absence of ALK1 transfec-
tion in accordance with our previous work (b-gal control, Figure
1C).15 As shown in Figure 1C, ALK1 cell surface expression was
detected at a similar level as WT-ALK1 in all cases, including the
G371fsX391 mutant, except for cells transfected with the mutants
within the extracellular domain (C51Y, C77W, and N96D). To

















Exon 3 Missense c.152G3 A p.C51Y Extracellular — — Yes Intracellular No No
Exon 3 Missense c.231C3 G p.C77W Extracellular — — Yes Partial cell surface No No
Exon 3 Missense c.286A3 G p.N96D Extracellular — — Yes Intracellular No No
Exon 5 Missense c.536A3 C p.D179A GS domain — — Yes Cell surface Yes Yes
Exon 7 Missense c.1039G3 C p.A347P Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense c.1121G3 A p.R374Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense c.1120C3 T p.R374W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Frameshift c.1112_1113dupG p.G371fsX391 Kinase domain — — Yes Cell surface No No
Exon 8 Missense c.1142T3 C p.L381P Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested No
Exon 8 Missense c.1156C3 T p.R386C Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon 8 Missense c.1232G3 C p.R411P Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense c.1232G3 A p.R411Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense c.1231C3 T p.R411W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 9 Missense c.1360C3 T p.R454W Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon 10 Missense c.1436G3 A p.R479Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 10 Missense c.1445C3 T p.A482V Kinase domain — Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon 10 Missense c.1451G3 A p.R484Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 10 Missense c.1451C3 T p.R484W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 10 Missense c.1453A3 T p.I485F Kinase domain Yes — Yes Cell surface Yes No
*Patients with another described mutation in ENG or ACVRL1.
1606 RICARD et al BLOOD, 2 SEPTEMBER 2010 z VOLUME 116, NUMBER 9
For personal use only. at CNRS BiblioVie on February 8, 2011. www.bloodjournal.orgFrom
determine whether the ALK1 extracellular mutant protein was
present at the cell surface or whether the mutations induced
conformational changes that hampered epitope recognition, we
HA-tagged the extracellular mutants at their N-terminus and
measured cell surface expression by FACS analysis using anti-HA
antibodies. As shown in Figure 1D, the C77W mutant was partially
expressed at the cell surface, whereas the C51Y and N96D mutants
were barely expressed at the cell surface.
We next evaluated the functional activity of these different
ALK1 mutants. First, we investigated the effect of the different
mutations on ALK1 activity in response to BMP9 by Western blot
analysis of Smad1/5 phosphorylation. For this, 24 hours after
transfection, NIH-3T3 cells were serum-deprived for 1 hour and
then stimulated for 1 hour with a low dose of BMP9 (100 pg/mL)
as we previously demonstrated that, at this dose, BMP9 only binds
to ALK1.17 As shown in Figure 2A, the addition of BMP9 strongly
induced Smad1/5 phosphorylation in the presence of WT-ALK1
but did not induce Smad phosphorylation in any mutant except
D179A, which carries a mutation in the GS box. We also evaluated
the activity of these mutants in response to BMP9, using the
Smad1/5-responsive transcriptional reporter, pGL3(BRE)2-lucif-
erase.23 The reporter assay was carried out in mutant ALK1/
pGL3(BRE)2-luciferase transfected NIH-3T3 cells stimulated with
BMP9 (100 pg/mL) for 12 hours, starting 4 hours after tranfection.
BMP9 stimulation induced a 15-fold induction of luciferase
activity in cells transfected with WT-ALK1 (Figure 2B). Again,
none of these mutants responded to BMP9 stimulation, with the
exception of D179A, which responded to BMP9 similarly to
WT-ALK1 (16-fold induction, Figure 2B).
HHT2-related ALK1 mutations affect only 1 allele of ACVRL1.
Potential consequences at the protein level include haploinsuffi-
ciency, with the generation of proteins totally or partially lacking
receptor activity, or a dominant-negative effect, impairing the
function of the normal allele. To determine whether ALK1 mutants
behaved as dominant-negatives, we cotransfected equal amounts of
WT-ALK1 with each individual ALK1 mutant into NIH-3T3 cells
and assayed the response to BMP9. We used ALK1 plasmid
amounts (0.25, 0.5, and 1 ng) that would yield cells responsiveness
to BMP9 in a linear range (Figure 2C). Then, 0.5 ng of plasmid
encoding WT-ALK1 together with 0.5 ng of plasmid encoding the
different ALK1 mutants were transfected, after which the response
to BMP9 was measured and compared with the response obtained
with the WT-ALK1 (0.5 and 1 ng) alone. Addition of the different
ALK1 mutants yielded a similar response to that obtained with
0.5 ng of WT-ALK1 (dotted line). This demonstrates that addition
of the ALK1 mutants had no dominant inhibitory effect on the
BMP9 response. Again, the mutant D179A behaved as the WT-
ALK1 (Figure 2C).
Our data demonstrate that all the mutants except 1 (D179A) did
not respond to BMP9, although most of them were expressed at the
cell surface. We therefore determined whether these mutations
could affect BMP9 binding to ALK1. To this end, transfected cells
were labeled with [125I]BMP9 for 2 hours at 4°C. We found that the
3 extracellular mutants and the frameshift mutant (G371fsX391)
did not bind BMP9, whereas the other mutants bound BMP9 at a
similar level to WT-ALK1 (Figure 3A).
All of the intracellular mutations that do not respond to BMP9
are located in the kinase domain. To determine the molecular
mechanisms behind the loss of activity of these different intracellu-
lar mutants, we tested their intrinsic kinase activity. However, we
were unable to measure an intrinsic kinase activity for ALK1 in
absence of activation (data not shown). The mechanisms of ALK1
activation have not been studied in detail and are generally

























































































































































































































































































































Figure 2. BMP9 response of ALK1 mutants. (A) Expression vectors encoding
WT-ALK1 or the different ALK1 mutants or b-gal (control) were transiently transfected
into NIH-3T3 cells. After 24 hours, cells were serum deprived for 1 hour and
subsequently treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for 1 hour. Cell lysates (20 mg
proteins) were resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies
against phosphoSmad1/5 or against a-tubulin (as a loading control). (B) NIH-3T3
cells were transiently transfected with pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and plasmids
(0.5 ng) encoding either WT-ALK1 or the different ALK1 mutants or b-gal (control).
After 4 hours, cells were treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for 15 hours. The
luciferase activities were then measured as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase activity was normalized to
renilla luciferase activity. Results are expressed as fold induction over the value
obtained for each ALK1 mutant in the absence of BMP9. Data are mean 6 SD of 3
independent experiments. (C) NIH-3T3 cells were transiently transfected with
pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and different combinations of WT and mutant ALK1:
WT-ALK1 alone (0.25, 0.5, or 1 ng) or WT-ALK1 (0.5 ng) and either one of the
different mutants ALK1 (0.5 ng). After 4 hours, cells were treated or not with BMP9
(100 pg/mL) for 15 hours. The luciferase activities were then measured as described
in “DNA transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase
activity was normalized to renilla luciferase activity. Data are mean 6 SD of 3
independent experiments. The dotted line represents the level of luciferase activity
obtained with 0.5 ng of WT-ALK1 stimulated with BMP9.
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ALK5. TGF-b initially binds to TbRII, resulting in type I receptor
(ALK5) recruitment, and its subsequent phosphorylation by the
type II receptor. This transactivation step then leads to activation of
the type I receptor. Several ALK5 mutants have been described that
are mutated either in the kinase domain (G322D and G261E)25 or in
a region, referred to as the NANDOR box (nonactivating non–down-
regulating), present at the C-terminal tail of ALK5.26 ALK5
NANDOR mutants have an intact kinase activity but are not
transactivated by the type II receptor in response to ligand binding.
Interestingly, 4 HHT2-derived ACVRL1 mutations studied here
were located in the NANDOR box of the ALK1 protein (R479Q,
R484Q, R484W, and I485F). To determine whether these mutations
might be involved in the transactivation step, we attempted to
evaluate the result of bypassing RII transactivation. For this, we
used a constitutively active ALK1 mutant (ALK1ca, Q201D) that is
activated in a ligand-independent manner,27 in which we intro-
duced additional mutations. We first tested a double mutant
carrying both the Q201D and the A347P mutations. The A347P
mutation is located within the catalytic domain and is adjacent to
the amino acid that binds Mg21, an essential cofactor of adenosine
triphosphate (ATP) binding. Indeed, this mutation completely
abolished the BRE response of ALK1ca (Figure 3B). Surprisingly,
double mutants carrying the Q201D mutation and a mutation in the
NANDOR box (R479Q and R484W) were also inactive (Figure
3B). Another step that has been shown to be crucial in ALK5
signaling is the formation of homodimeric complexes between 2
type I receptors.25,28,29 To test whether ALK1 NANDOR mutants
form homodimers, we performed coimmunoprecipitation studies
on cells cotransfected with 2 ALK1 constructs, each carrying a
different epitope tag (HA or (His)6). Lysates from cells expressing
these differentially tagged receptors were immunoprecipitated with
anti-His antibodies. The immunoprecipitates were then subjected
to SDS-PAGE and Western blotting using anti-HA antibodies. The
results show that the NANDOR mutants tested (R479Q, R484Q,
and I485F) coimmunoprecipitate and therefore form homodimers
(Figure 3C).
Our data suggested that the study of the BMP9 responses in
cells expressing the different ALK1 mutants could be used to assess
the functional consequences of missense mutations in ACVRL1.
This could be particularly useful in the interpretation of the
pathologic significance of novel missense mutations of ACVRL1,
especially in complex situations where several mutations (in
ACVRL1 or in ACVRL1 and ENG) are found in the same patient. To
test this hypothesis, we analyzed 4 ACVRL1 missense mutations
(L381P, R386C, R454W, and A482V) identified in HHT patients
carrying another mutation in either ACVRL1 or ENG (Service de
Ge´ne´tique Mole´culaire et Clinique, Hoˆpital Edouard Herriot, Lyon,
France; Figure 1A dotted lines). We found that these 4 mutant
proteins were all expressed (Figure 4A). We next evaluated the
functional activity of these different ALK1 mutants in response to
BMP9. Three ALK1 mutants responded to BMP9 (R386C, R454W,
and A482V) and 1 mutant, L381P, did not respond to BMP9
stimulation either measured in the BRE assay or by Smad1/5
phosphorylation (Figure 4B-C). Functional testing strongly sug-
gested that R386C, R454W, and A482V mutations are rare
polymorphisms, whereas the L381P mutation leads to a nonfunc-
tional protein.
Discussion
In the present manuscript, we studied the functional consequences
of a series of ACVRL1 mutations (19) found in HHT2 patients


































































































































































































Figure 3. BMP9 binding to the different ALK1 mutants and functional analysis
of the NANDOR ALK1 mutants. (A) b-gal, WT-ALK1, or the different ALK1 mutants
were transiently transfected in COS-7 cells for 48 hours. Cells were then incubated
with [125I]BMP9 for 2 hours at 4°C. Cells were then washed, lysed, and the bound
radioactivity was counted as described in “[125I]-BMP9 radioreceptor assay.” Data are
mean 6 SD from 1 representative experiment of 3. (B) NIH-3T3 cells were transiently
transfected with pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and WT-ALK1, or the constitutively
active ALK1 mutant (ALK1ca, Q201D) or the different ALK1 double mutants (0.5 ng)
or b-gal (control). After 4 hours, cells were treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for
15 hours. The luciferase activities were then measured as described in “DNA
transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase activity
was normalized to renilla luciferase activity. Data are mean 6 SD of 3 independent
experiments. (C) COS-7 cells were cotransfected with expression vectors encoding
an HA-tagged and a His-tagged version of either WT-ALK1 or ALK1 mutants for 24
hours. Cell lysates (1-mg proteins) were subjected to immunoprecipitation with
anti-His. These lysates were then resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted
with antibodies against HA (IP/IB-HA). In parallel, cell lysates (20 mg proteins) were
also resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against HA
(IB-HA).
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study of this type and the first to analyze ALK1 mutants in both the
extracellular and intracellular domains. This is also the first study to
evaluate the BMP9 response of ALK1 as opposed to the TGF-b
response analyzed in previous studies.30,31
We have analyzed the BMP9-response of 19 ALK1 mutations
described in HHT2 patients: 15 had already been published, and
4 were novel mutations. Of the 19 studied mutations, we identified
4 (D179A, R386C, R454W, and A482V) that were probably not
causing HHT disease but instead represent rare polymorphisms.
The first mutation (D179A) has been described in the intracellular
GS region, which is phosphorylated by the type II receptor. This is
the only mutation reported in this region.21 We found that this
mutant was expressed at the cell surface in accordance with
previously published data,21 that it could bind BMP9, and that it
induces a similar phosphoSmad1/5 response after binding BMP9 to
that of WT-ALK1. This patient died, and no parent or surviving
relatives were available for further studies. Our data suggest that
this mutation is very unlikely to cause the disease. The second
mutation, A482V, was studied by 3 different groups. It was first
identified in a patient with a gonadotroph tumor; however, the
patient and its relatives showed no symptoms of HHT.32 This
mutation was then described by Lesca et al in an HHT patient.33
Finally, Letteboer et al also described this mutation; however, it
was found with another ACVRL1 (P424L) or ENG (W261R)
mutation.34 In line with this result, we reanalyzed DNA from this
patient and found a mutation in ENG c.1121_1124delAAGA,
which leads to a truncated protein, and so, is very probably the
cause of the disease. We can therefore conclude that the mutation
A482V is probably a rare polymorphism. The patient carrying the
mutation R386C was later found to carry also the mutation R411W
in ACVRL1, which has been analyzed in this study and demon-
strated to result in a defective BMP9 response. The patient carrying
the mutation R454W had an additional mutation in ENG leading to
a truncated protein (G296fsX), which is probably the cause of the
disease. In this study, we also identified 2 novel ACVRL1 mutations
in HHT2 patients (L381P and I485F) that are pathogenic. The
mutation L381P has already been described in patients with PAH.20
The HHT2 patient, carrying the mutation L381P, is also carrying a
mutation in ENG (V504M). Because this ENG mutation is a
missense mutation, it is of major importance for genetic counseling
to establish whether it has a pathogenic consequence. Taken
together, our data clearly demonstrate that we can use the BMP9
response as a useful diagnostic tool for geneticists confronted with
novel or conflicting ACVRL1 mutations both in HHT and PAH.
We have studied 3 extracellular ACVRL1 mutations (C51Y,
N96D, and C77W) that were first described by Klaus et al.35 We
found that these 3 mutants were expressed, but that they did not
reach the cell surface properly, did not bind BMP9, and did not
respond to BMP9. Two corresponded to cysteine substitutions
(C51Y and C77W); the mutant C51Y disrupts the first disulfide
bridge, whereas the mutant C77W disrupts the fourth disulfide
bridge. The last mutation corresponded to an asparagine mutated
into an aspartic acid (N96D), which adds a negative charge to
the protein. This asparagine is conserved in all ALKs, which
might indicate that it is of functional importance. None of these
amino acids was shown to be directly involved in BMP2/ALK3
binding.36
The other mutations were intracellular mutations and involved
the large kinase domain. All were expressed at the cell surface, and
all bound BMP9, except c.1112dupG (G371fsX391) mutation,
which encodes a truncated protein. None of the mutants was
functional in response to BMP9. The ALK1 intracellular structure
has not been determined yet, but the amino acid sequence
alignment of ALK1 and ALK5 reveals an overall similarity of
ALK1 with ALK5, allowing us to generate a structural model of the
cytoplasmic domain of ALK1 by computer modeling based on the
homologous structure of activated ALK537 (Figure 5). The different
missense mutations were analyzed for their position in the kinase
domain. The A347P mutation is located within the catalytic domain
and is adjacent to the amino acid that binds Mg21, an essential
cofactor of ATP binding. Therefore, a change from alanine into
proline would clearly inhibit ATP binding. Arginine-411 has been
described as mutated to a glutamine, a tryptophan, or a proline
residue in HHT2 patients; therefore, we chose to analyze these 3
mutations to determine whether these mutants would differently
impair ALK1 activity. We found that none of these mutants was
functional in response to BMP9, demonstrating that this amino acid
is essential for ALK1 activity and that substitutions with Q, W, or P
have similar consequences. The expression of the mutant R411Q
was already studied by 2 other groups, and our expression data are
in accordance with the work of Gu et al30 but not Harrisson et al21
who found no membranous expression of the R411Q mutant. This
last study was performed using GFP-ALK1 proteins, which might
lead to mislocalization of the protein. In contrast to Gu et al,30 who
found that R411Q retained TGF-b-induced BRE activity, suggest-










































































Figure 4. Functional analysis of the BMP9 response of conflicting ALK1
mutants. (A) Protein expression of WT-ALK1 or ALK1 mutants. Expression vectors
encoding HA-tagged WT-ALK1 or ALK1 mutants or b-gal (control) were transiently
transfected in NIH-3T3 cells for 24 hours. Cell lysates (20 mg proteins) were resolved
by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against HA and a-tubulin (as
a loading control). (B) Expression vectors encoding WT-ALK1 or the different ALK1
mutants or b-gal (control) were transiently transfected into NIH-3T3 cells. After 24
hours, cells were serum deprived for 1 hour and subsequently treated with BMP9
(100 pg/mL) for 1 hour. Cell lysates (20 mg proteins) were resolved by 10%
SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against phosphoSmad1/5 or against
a-tubulin (as a loading control). (C) NIH-3T3 cells were transiently transfected with
pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and plasmids (0.5 ng) encoding either WT-ALK1 or the
different ALK1 mutants or b-gal (control). After 4 hours, cells were treated ( ) with
BMP9 (100 pg/mL) for 15 hours. The luciferase activities were then measured as
described in “DNA transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly
luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. Results are expressed
as fold induction over the value obtained for each ALK1 mutant in the absence of
BMP9. Data are mean 6 SD of 3 independent experiments.
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phenotype, we could not find any residual activity in response to
BMP9. We also studied R374W, which is a rather common
mutation, shared by patients from different countries and R374Q.
We found that these 2 mutants were expressed at the cell surface.
R374W had already been shown to be expressed at the cell surface
by Gu et al30 and Fernandez et al,39 whereas R374Q was studied by
the group of Harrison et al21 who found no membrane expression.
As discussed earlier, GFP-ALK1 proteins were used in those
studies, which might lead to mislocalization. Further, we demon-
strated that none respond to BMP9. R374W had already been
shown to be inactive in response to TGF-b by Gu et al30 and
Fernandez et al.39 Amino acid 374 is located within the subdomain
VIII, which plays an important role in substrate recognition by
providing a pocket to accommodate hydrophobic residues. The
other intracellular mutations studied here were localized at the
C-terminal tail of ALK1, located within the highly conserved
2COOH domain, which contains a NANDOR box.26 In ALK5, this
NANDOR box appears to be necessary for the regulation of TGF-b
signaling through ALK5. This box of 11 amino acids shows 100%
identity between the different type I receptors of the TGF-b family.
Mutations in this box (R486W and R486Q) have been described in
ALK6 causing brachydactyly type A2,40,41 and in ALK5 (R487Q/
W/P and R478Q) causing Loeys-Dietz syndrome.42-44 Four ACVRL1
mutations within this box were analyzed: R479Q, R484Q, R484W,
and I485F. Interestingly, the R484W mutation has been identified
in a patient with HHT and PAH.22 I485F, which has not been
reported earlier, was found in a HHT2 patient who underwent liver
transplantation because of severe hepatic damage. These mutants
were expressed at the cell surface and could bind BMP9, but they
had no functional activity in response to BMP9. It was shown for
ALK5 that this box is necessary for type I receptor phosphorylation
by the type II receptor in response to ligand binding and that
mutation within this box does not modify its kinase activity.25,26
In accordance with these data, it was found that the mutation
R486W in ALK6 had a normal kinase activity while it inhibited
chondrogenic differentiation.41 Because we were unable to
perform successful in vitro ALK1 kinase assays, probably
because of its very low intrinsic kinase activity, as previously
described,45 we attempted to discriminate transactivation mu-
tants from kinase-dead mutants by bypassing the transactivation
step using the constitutively active ALK1ca (Q201D) mutant
that has been shown to be ligand-independent.27 We found that
mutations in the NANDOR box completely abolished ALK1ca-
induced response (Figure 3B). This was unexpected as NAN-
DOR box mutants of ALK5 have been shown to transcomple-
ment kinase-dead mutants of ALK5.26 Another important step
that has been shown to be important in ALK5 signaling is the
formation of homodimeric complexes between 2 type I recep-
tors.25,28,29 We therefore wondered if a similar mechanism might
occur for ALK1 and if some of the ALK1 NANDOR mutants
might be nonfunctional because of their inability to homodimer-
ize. To test this hypothesis, we performed coimmunoprecipita-
tion studies on cells cotransfected with 2 ALK1 forms, each
carrying a different epitope tag. The results show that the
NANDOR mutants could coimmunoprecipitate (Figure 3C),
indicating that they form homodimers. Our conclusion is that
mutations within the ALK1 NANDOR box result in kinase-dead
ALK1 receptor, suggesting that ALK1 does not behave in a
similar fashion as ALK5.
TGF-b signaling requires 2 type I receptors complexed to 2
type II receptors. HHT2 patients have only 1 allele mutated. To
mimic this heterozygosity, we transfected WT-ALK1 constructs
with the different ALK1 mutants at an equal ratio and compared
their level of activation with that of WT-ALK1 alone. We found
that ALK1 mutants did not decrease the WT-ALK1 response,
indicating that these mutants do not behave as dominant-
negative receptors. This conclusion differs from that of Fernan-
dez et al39 and Gu et al30 who found that certain ALK1 mutants
inhibited the function of the WT allele. However, in their
studies, they used TGF-b1 as an inducer, which requires the
presence of ALK5 to activate the BRE promoter.45 Therefore,
they did not test WT-ALK1/mutALK1 heterozygotes but, rather,
ALK5/WT-ALK1 and ALK5/mutALK1. ALK5 has been shown
recently to directly phosphorylate Smad1/5 independently of
ALK1,46,47 and this is why some residual activity may still be
observed with some ALK1 mutants.30,39 In the present study, we
demonstrated that the identification of BMP9 as the specific and
physiologic ligand for ALK1 now allows specific evaluation of
the functional significance of ACVRL1 mutations.
In conclusion, this work demonstrates that ACVRL1 mutations
lead to functional haploinsufficiency of the BMP9 response. This
indicates that loss of only half of the ALK1 response is sufficient to
lead to disease development. This suggests that one could envision
therapies directed either at increasing ALK1 levels or increasing
the level of its specific ligand, BMP9, which is known to circulate
in blood.15 We also demonstrated that analysis of the BMP9
response could discriminate pathogenic (L381P and I485F) from
polymorphic (D179A, R386C, and R454W) ACVRL1 mutations.
We therefore propose that analysis of the BMP9 response can be













Figure 5. Structural model of ALK1 cytoplasmic domain. A structural model of
ALK1 intracellular domain was generated by homology modeling to the correspond-
ing domain of ALK5 deduced from its crystal structure.37,38 The different domains of
the proteins are indicated in different colors: GS box in green (amino acids 172-201),
phosphate binding domain in yellow (amino acids 208-214), Smad binding loop (L45)
in magenta (amino acids 263-270), catalytic loop in orange (amino acids 328-348),
activation domain in cyan (amino acids 351-375), and NANDOR box in blue (amino
acids 479-489). The positions of the 18 missense mutations, overlaid on the
modelized structure, are indicated in red for the pathogenic mutations and in purple
for the rare polymorphisms.
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Figure 69 : Comparaison des séquences C-terminale des différents récepteurs de type 1. 
La boîte NANDOR est encadrée en vert. Elle est très conservée, les différences étant entre 




 Notre étude a montré que les mutants d'ALK1 impliqués dans HHT-2 ne peuvent pas 
phosphoryler Smad1/5/8 en réponse à BMP9. Cette découverte a permis de mettre au point un 
test diagnostique qui permet de discriminer les polymorphismes des mutations pathogènes. Le 
test d'activité biologique d'ALK1 en réponse à BMP9 utilisant le plasmide BRE-luciférase est 
actuellement utilisé en routine dans le Service de génétique moléculaire et clinique de 
l'hôpital Edouard Herriot de Lyon. Ce test permet au généticien de pouvoir diagnostiquer les 
porteurs de nouvelles mutations d'ACVRL1 dont la pathogénicité est inconnue ou de faire du 
conseil génétique aux familles porteuses de plusieurs mutations d'ACVRL1 et/ou d'Endogline. 
La pénétrance de la maladie étant tardive et les degrés de sévérité des symptômes très 
variables d'un patient à un autre, il apparaît très utile au médecin de pouvoir identifier la 
pathogénicité d'une mutation tôt dans la vie du patient afin de pouvoir mettre en place si 
nécessaire un suivi pour ce patient. Notre étude n'a porté que sur les conséquences des 
mutations d'ACVRL1 sur la voie Smad1/5/8. Or, ALK1 est capable d'activer d'autres voies 
dont les voies JNK et Erk (David L. 2007b). Nous ne pouvons donc pas complètement 
exclure que des mutants puissent être actifs pour la voie Smad et inactifs pour les autres voies. 
De tels mutants seraient alors détectés comme des polymorphismes rares par notre test 
diagnostique, alors qu'ils pourraient entraîner une pathologie (risque de faux négatifs). 
 
 Les cotransfections avec un allèle muté et l'allèle sauvage d'ALK1 a permis de recréer 
des cellules hétérozygotes, modélisant ainsi des cellules de patient. Ces cellules ont perdu la 
moitié de leur capacité à phosphoryler Smad1/5/8 en réponse à BMP9, comparées aux cellules 
ayant reçu l'allèle sauvage uniquement. Ce résultat nous permet de proposer 
l'haploinsuffisance fonctionnelle comme modèle moléculaire de HHT-2.   
 
 Les mutants d'ALK1 liés à HHT-2 ont clairement perdu leur capacité à activer la voie 
Smad1/5/8. Les causes de la perte d'activité sont variables en fonction de la zone mutée.  
 Les mutants du domaine extracellulaire sont peu, voire pas détectés à la membrane et 
ne lient pas BMP9. Cette perte de localisation membranaire associée à une perte de la liaison 
du ligand entraîne une inactivité totale de ces mutants.  
 Les mutants ponctuels du domaine kinase (A347P à R411W) sont bien présents à la 
membrane, lient le ligand mais ne transduisent pas de signalisation. Ces mutations entraînent 
  
 
Figure 70 : Transactivation et transcomplémentation d'ALK5. 
A : TβR2 phosphoryle ALK5 en réponse à TGF-β. Cette étape dans l'activation d'ALK5 est 
appelée transactivation. Les mutants NANDOR (mutation en jaune) ne peuvent pas être 
transactivés. 
B : Les mutants kinases d'ALK5 (mutations en rouge) sont inactifs en réponse à TGF-β, ainsi 
que les mutants NANDOR. Cependant, les complexes composés d'un ALK5 muté dans le 
domaine kinase (mutation rouge) et d'un ALK5 muté dans la queue NANDOR (mutation 
jaune) peuvent transduire un signal. C'est la transcomplémentation. 
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une inactivation du domaine kinase, soit par défaut de fixation de l'ATP (A347P), soit par 
défaut de liaison du substrat (R374W). 
 Les mutants de la boîte NANDOR (R479Q, R484Q, R484W et I485F) sont eux aussi 
inactifs en réponse à BMP9. Leur étude nous a permis de mieux comprendre la signalisation 
d'ALK1 et je vais détailler dans cette discussion les conséquences de mon travail sur nos 
connaissances de la signalisation d'ALK1.  
 
 Le modèle de signalisation des récepteurs de la famille TGF-β comporte une étape 
appelée transactivation, c'est-à-dire la phosphorylation du récepteur de type 1 par le récepteur 
de type 2 (figure 70A). Le complexe de signalisation comporte deux hétérodimères, composés 
d'un récepteur de type 1 et d'un récepteur de type 2. 
 La boîte NANDOR est un domaine de 11 acides aminés très conservé entre les 
différents récepteurs de type 1 (figure 69). Ce domaine n'a été étudié que dans une seule étude 
en presque 20 ans d'étude de la signalisation TGF-β (Garamszegi N. 2001). Cette étude menée 
sur ALK5 concluait à l'implication de la boîte NANDOR dans la transactivation, les mutants 
NANDOR d'ALK5 n'étant pas phosphorylés par TβR2 (Garamszegi N. 2001).  
 Afin de tester si les mutants NANDOR d'ALK1 sont des mutants de transactivation, 
nous avons d'abord étudié la phosphorylation des mutants NANDOR d'ALK1 par BMPR2 
avec une stimulation par BMP9 après incorporation de P32. Malheureusement, nous n'avons 
pas observé de phosphorylation d'ALK1 WT, suite à des difficultés techniques. Nous avons 
donc essayé une autre stratégie. La mutation Q201D rend le récepteur ALK1 constitutivement 
actif, c'est-à-dire qu'il ne nécessite ni la présence d'un récepteur de type 2, ni la présence du 
ligand (Wieser R. 1995) (Fujii M. 1999). Nous avons alors réalisé des doubles mutants 
Q201D/mutation NANDOR. Ces doubles mutants sont tous inactifs (fig. 3B de l'article). Si 
les mutants NANDOR étaient des mutants de transactivation, les doubles mutants auraient dû 
être actifs.  
 Une caractéristique des mutants de transactivation sur ALK5 est la possibilité de les 
transcomplémenter. En effet, deux mutants d'ALK5 (G322D et G261E) ont été définis comme 
des mutants de transactivation puisque TβR2 ne les phosphoryle pas (Weis-Garcia F. 1996). 
Ils sont aussi inactifs en réponse à TGF-β. Cependant, un cotransfection de ces mutants avec 
un mutant ayant une kinase inactive (K232R) aboutit à une restitution de l'activité, TβR2 
pouvant à nouveau phosphoryler le mutant de transactivation (figure 70B). Cette restitution de 
l'activité de signalisation d'un mutant de transactivation par un mutant de kinase inactive est 
appelée transcomplémentation. Cependant, aucune donnée ne permet d'expliquer la 
  
 
Figure 71 : Les mutants NANDOR ne sont pas transcomplémentés par des mutants 
kinases. 
Des cellules NIH-3T3 ont été transfectées avec BRE-luciférase et ALK1 WT ou ALK1 KR 
(mutant du domaine kinase) et/ou ALK1 NANDOR et stimulées avec BMP9 (100 pg/mL) 
pendant 15 h. L'activité luciférase mesurée n'est pas augmentée dans les cotransfections 
ALK1 KR/ALK1 NANDOR. 
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phosphorylation des mutants de transactivation par TβR2 lorsqu'un mutant kinase est présent. 
Il a été décrit que les mutants de la boîte NANDOR d'ALK5 peuvent être transcomplémentés 
(Garamszegi N. 2001). J'ai donc voulu étudié la transcomplémentation des mutants NANDOR 
d'ALK1 avec un mutant kinase (K229R). Pour cela j'ai cotransfecté un mutant kinase avec un 
mutant de la boîte NANDOR. Comme vous pouvez le voir sur la figure 71, aucune 
transcomplémentation n'a été détectée. Deux hypothèses sont alors possibles. 1) La première 
consiste à penser que les mutants NANDOR d'ALK1 n'ont pas la même conséquence 
fonctionnelle que les mutants NANDOR d'ALK5. 2) La seconde est que les mutants 
NANDOR d'ALK5 sont en fait des mutants kinases, les études de transcomplémentation et de 
transactivation ayant été réalisées au début de l'étude de la signalisation TGF-β avec des 
méthodes pouvant conduire à des artéfacts.  
Une étude récente utilise du TGF-β dont un des deux monomères ne peut plus lier les 
récepteurs suite à des mutations (Huang T. 2011). Le dimère qui en résulte ne se lie que sur 
un récepteur ALK5 et un récepteur TβR2. La transduction du signal est maintenue dans ce 
type de conformation. Ces résultats prouvent que dans l'hétérotétramère comprenant deux 
dimères ALK5/TβR2, les deux dimères fonctionnent indépendamment l'un de l'autre. La 
transcomplémentation ne semble pas compatible avec cette étude. 
 
 Il est à noter aussi que si la transcomplémentation était réelle, les mutants d'ALK5 qui 
sont dans la boîte NANDOR ne devraient pas se retrouver sur des patients atteints du 
syndrome de Loeys-Dietz. En effet, les patients étant hétérozygotes, l'allèle sauvage 
transcomplémenterait alors parfaitement l'allèle mutée rendant la voie du TGF-β quasiment 
totalement active (dimères WT/WT – MUT/WT – WT/MUT actifs et seuls les dimères 
MUT/MUT inactifs). Or, quatre mutations sont décrites dans la boîte NANDOR d'ALK5 et 
entraînent ce syndrome : R487Q/W/P et R478Q (Loeys B. L. 2005) (Loeys B. L. 2006) 
(Matyas G. 2006). Je remets donc clairement en cause la possibilité qu'un allèle sauvage 
puisse transcomplémenter un mutant NANDOR. D'ailleurs, l'analyse de cotransfection ALK1 
WT/ALK1 NANDOR dans l'article (fig. 2C de l'article) ne montre pas une activité supérieure 
aux autres mutants cotransfectés avec l'allèle WT. Il semble donc clairement établi, en tout 
cas pour ALK1, que les mutants NANDOR ne peuvent pas être transcomplémentés. Nous 
proposons donc que les mutants NANDOR sont dépourvus d'activité kinase. Cependant, la 
proportion élevée de mutation NANDOR d'ALK1 retrouvée sur des patients atteints d'HTAP 
(22 %) par rapport aux patients atteints d'HHT (3 %) (Girerd B. 2010) suggère une 
particularité de ces mutants NANDOR dans la signalisation ALK1. Je suggère de rechercher 
  
 
Figure 72 : Projection plane de la disposition des récepteurs de TGF-β3 et BMP2. 
Distance entre les extrémités C-terminale des domaines extracellulaires des récepteurs. Les 
chiffres encerclés correspondent aux nombres de résidus entre le dernier résidu ordonné dans 
la structure et le premier acide aminé du domaine transmembranaire. Les distances entre les 
récepteurs de type 1 et de type 2 opposés (80 Å et 72 Å pour les récepteurs de TGF-β et 
BMP2 respectivement) sont suffisamment importantes pour réfuter toute 
transcomplémentation entre eux.  
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une modification d'interaction avec une ou des protéine(s) cytoplasmique(s) ou un effet 
différentiel sur les voies non-Smad entre les mutants kinases et les mutants NANDOR. 
  
 Je termine cette discussion en parlant de l'effet non dominant-négatif des mutants 
d'ALK1. Les études fonctionnelles précédemment réalisées montraient des effets dominants-
négatifs de certains mutants d'ALK1 (Gu Y. 2006) (Fernandez L. A. 2006). L'analyse de la 
structure TGF-β/ALK5/TβR2 ainsi que l'utilisation du dimère TGF-β dont un seul monomère 
peut lier les récepteurs a permis de conclure que les deux dimères ALK5/TβR2 fonctionnent 
indépendamment (Huang T. 2011). L'analyse de la structure BMP2/ALK3/ActRII (réalisée 
par (Allendorph G. P. 2006)) a permis aux auteurs de conclure que la signalisation des BMPs 
étaient très certainement homologue à celle du TGF-β avec deux dimères indépendants (figure 
72) (Huang T. 2011). Les récepteurs de type 1 apparaissent indépendants l'un de l'autre. Il est 
donc impossible d'avoir un effet dominant-négatif d'un mutant ALK1 sur un ALK1 WT. Les 
données récentes de la littérature et les structures des complexes valident ainsi nos résultats. 
 
 
Conclusion et perspectives 
 
 Les mutations d'ACVRL1 impliquées dans HHT-2 induisent une perte de la réponse 
d'ALK1 à BMP9. Cette perte n'affecte pas la signalisation de l'allèle sauvage. L'étude de la 
réponse d'un mutant ALK1 à BMP9 permet donc de discriminer les polymorphismes rares, 
actifs, des mutations pathogènes, inactives. Cette étude est très utile pour le conseil 
diagnostique. Une étude similaire sur les mutations ponctuelles de l'endogline, qui module 
positivement la réponse d'ALK1 à BMP9, pourrait aboutir également à un test diagnostique. 
 Nos données corrèlent parfaitement avec l'idée d'un complexe de récepteurs composé 
de deux dimères ALK1/BMPR2 ou ActRIIA qui signalisent indépendamment l'un de l'autre. 
Les mutants NANDOR apparaissent alors comme des mutants de l'activité kinase et non de 
transactivation. Une recherche des interactions différentielles entre des protéines 
cytoplasmiques et les mutants NANDOR en comparaison aux autres mutants ainsi qu'une 
étude de l'affection des voies de signalisation non-Smad par les mutants NANDOR et les 
autres mutants pourraient expliquer la grande proportion de patients HTAP porteur d'une 
mutation NANDOR par rapport aux patients HHT porteur d'une mutation NANDOR. 
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Projet 2 : Structure du complexe ALK1/BMP9. 
Introduction 
 
 Notre laboratoire a identifié BMP9 comme ligand spécifique d'ALK1 dans les cellules 
endothéliales (David L. 2007a). Nous avons aussi démontré que les mutations d'ACVRL1 
impliquées dans la maladie de Rendu-Osler corrèlent avec une haploinsuffisance de la 
signalisation BMP9 (Ricard N. 2010). Ce résultat suggère que l'augmentation de la voie 
BMP9 par un peptide mimant BMP9 et qui induirait une augmentation de la voie ALK1 
pourrait être utilisée comme une stratégie thérapeutique pour traiter la maladie de Rendu-
Osler. Dans ce but, nous avons besoin de comprendre le mécanisme moléculaire de 
l'interaction ALK1/BMP9. La structure du complexe ALK1/BMP9 nous permettra d'identifier 
les acides aminés de BMP9 impliqués dans la liaison à ALK1. 
 
 Plusieurs structures tridimensionnelles de complexe ligand/récepteurs de la famille 
TGF-β ont été réalisées. La structure de BMP2/ALK3/ActRII (Allendorph G. P. 2006) et de 
TGF-β3/ALK5/TβR2 (Groppe J. 2008) ont permis de démontrer que les stratégies de liaison 
varient considérablement entre les membres de la famille. En effet, ALK3 et ActR2 lient de 
manière indépendante des sites différents de BMP2 (Allendorph G. P. 2006). Par contre, 
TGF-β lie d'abord TβR2 et ensuite seulement ALK5 (Groppe J. 2008). La haute affinité de 
BMP9 pour ALK1 (EC50 = 45 pg/mL par rapport à EC50 = 20 à 50 ng/mL pour les autres 
BMPs) suggère un troisième mode de liaison pour BMP9/ALK1, où BMP9 lierait d'abord 
ALK1 et ensuite le récepteur de type 2. La structure de BMP7 avec la noggine a mis en 
évidence une liaison de la noggine par insertion de la proline 35 dans une poche hydrophobe 
de BMP7 (Groppe J. 2002). ALK3 insère la phenylalanine 85 dans cette même poche (Kirsch 
T. 2000b). Or, cette phenylalanine est conservée dans l'ensemble des récepteurs ALK sauf 
ALK1 et la noggine ne peut pas lier BMP9. De plus, l'endogline, co-récepteur de BMP9, peut 
lier BMP9 sans l'aide d'un autre récepteur (Scharpfenecker M. 2007) (Castonguay R. 2011), 
alors que l'endogline a besoin du récepteur de type 1 ou de type 2 pour lier ses autres ligands 
(Barbara N. P. 1999). Ceci suggère que BMP9 lie ALK1 suivant un mécanisme différent des 
autres BMPs. La structure cristallographique de BMP9 a été réalisée (Brown M. A. 2005), 
cependant la structure du domaine extracellulaire d'ALK1 n'a pas encore été réalisée. 
  
 
Figure 73 : Production d'ALK1ecd 
A : Construction retenue pour la production : domaine extracellulaire d'ALK1 cloné dans 
pET52 avec une étiquette 6 His en C terminal. 
B : Gel SDS-Page coloré au bleu de Coomassie de la production d'ALK1ecd après 
solubilisation et purification sur colonne de nickel. 
C : Gel natif et gel SDS-Page colorés au bleu de Coomassie d'une production d'ALK1ecd 
active, c'est-à-dire capable d'inhiber l'activité BMP9 en BRE-luciférase après renaturation. 
Deux formes de la protéine sont visibles. 
D : Séparation des deux formes d'ALK1ecd par colonne MonoP. Deux pics de DO à 280 nm 
sont visibles. Migration de fractions de sortie de colonne sur gel natif et coloration au bleu de 
Coomassie. Le premier pic de sortie de colonne correspond à la forme du haut sur gel natif. 
E : Test d'activité d'ALK1ecd par inhibition de l'activité BMP9 en BRE-luciférase. La 




Méthodes et résultats 
 
1) Production du domaine extracellulaire d'ALK1 (ALK1ecd) 
 Afin d'obtenir une quantité importante de protéine sans glycosylation gênante pour 
l'obtention d'un cristal, la production d'ALK1ecd a été réalisée dans des cellules procaryotes. 
Pour trouver les conditions de production optimales, le domaine extracellulaire d'ALK1 
(acides aminés 22 à 118 de la séquence d'ALK1 total, poids moléculaire 15 kDa) a été cloné 
dans trois vecteurs pour expression procaryote : pET52, pET22 et pET32 (Novagen). Le 
pET52 ajoute une étiquette 6-His en extrémité C-terminale derrière un site de clivage à la 
thrombine (figure 73A). Le pET22 permet une expression dans le périplasme de la bactérie, 
domaine où les ponts disulfures sont plus susceptibles de se former. Enfin pET32 permet de 
produire une protéine fusionnée à la thioredoxine (côté N-terminal de la protéine d'intérêt), ce 
qui augmente la solubilité de la protéine recombinante. Trois souches bactériennes ont aussi 
été testées : (1) Origami, qui est plus susceptible de former convenablement les ponts 
disulfures, (2) Rosetta, qui possède un épisome codant pour des ARNt rares chez les 
bactéries, (3) BL21. Sur une culture liquide à 37°C avec une densité optique DO = 0,6 à 686 
nm, la production est induite avec 0.5 mM d'IPTG. Deux temps de production (5h ou sur la 
nuit) et trois températures (16°C, 22°C et 37°C) ont été testés.  
 Brièvement, deux conditions ont donné une production d'un niveau satisfaisant. 1) La 
production avec le plasmide pET32 dans la souche Rosetta à 37°C pendant 5 h donne une 
protéine soluble. Cependant, après un test d'activité par inhibition de la signalisation BMP9 
dans le test BRE luciférase, nous avons trouvé cet ALK1ecd inactif (données non présentées). 
2) Nous avons décidé alors de prendre la seconde condition : production avec le plasmide 
pET52 dans la souche Rosetta à 37°C pendant 5 h. Cette condition donne une protéine dans 
les corps d'inclusion. Un test de purification sur une petite production (4 mL) a été réalisé. Les 
bactéries sont lysées (20 mM Tris HCl pH = 8, 100 mM NaCl, 0.5 % Triton X-100, 1 mM 
PMSF), puis soniquées. Après centrifugation, le culot contenant les corps d'inclusion est lavé 
(2 fois avec TBS, 1 % Triton X-100, 1 mM PMSF ; 1 fois avec TBS, 1 M urée, 1 mM PMSF ; 
1 fois avec TBS). Les corps d'inclusion sont ensuite solubilisés (50 mM Na2HPO4 pH = 8, 
300 mM NaCl, 6 M Guanidine Hydrochloride). Le surnageant est conservé. Une purification 
sur colonne de Nickel (Ni NTA, Qiagen) a été réalisée. Le surnageant est chargé sur la résine 
équilibrée dans le tampon de solubilisation. La résine est alors lavée avec le tampon de lyse 
des bactéries avec des concentrations croissantes en imidazole jusqu'à 25 mM. L'élution est 
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réalisée dans le tampon de lyse avec 300 mM imidazole (figure 73B). L'éluât est dialysé 
contre 50 mM HEPES NaOH pH = 7.5, 6 M Guanidine Hydrochloride, 25 mM DTT. Le 
dialysat est ultracentrifugé pour enlever tout agrégat. Afin de trouver rapidement les 
meilleures conditions de renaturation, nous avons utilisé le Renaturation Basic Kit for Protein 
(Fluka). Nous avons sélectionné 36 tampons sur les 50 du kit. Le surnageant ultracentrifugé 
est dilué 10 fois dans le tampon de renaturation et laissé 20 h à 4°C. Un test d'inhibition de 
l'activité BMP9 sur le BRE luciférase par les protéines renaturées a été réalisé. Les tampons 
de renaturation de pH = 7.5 à 8.5 avec le système d'oxydoréduction au glutathion et 200 mM 
NaCl semblent avoir bien renaturé notre protéine (par test d'inhibition de l'activité de BMP9 
en test BRE luciférase, données non présentées). Une migration en gel natif (sans SDS ni β-
mercaptoethanol) nous a permis de détecter deux conformations de la protéine, alors que la 
protéine dénaturée apparaît sous une seule forme (figure 73C). Afin de séparer les deux 
formes, nous avons utilisé une colonne MonoP (Pharmacia) qui permet de séparer les 
protéines en fonction de leur charge de surface. L'élution se fait par un gradient de NaCl de 0 
à 0.5 M dans un tampon HEPES pH = 7.5. Les fractions d'élution présentent deux pics à 280 
nm, suggérant une séparation des deux formes (figure 73D). Nous avons confirmé cette 
séparation par migration sur un gel natif. L'activité de chaque forme est alors testée par 
inhibition de l'activité BMP9 en BRE luciférase. La fraction contenant la "bande du haut" de 
la migration sur gel natif contient une forme d'ALK1ecd active (figure 73E). La production 




2) Production de BMP9 mature 
 BMP9, comme tous les ligands de la famille TGF-β, se présente sous la forme d'un 
propeptide contenant un prodomaine, un site de clivage aux furines convertases, et un 
domaine mature. Seule la forme mature de BMP9 nous intéresse pour la cristallographie du 
complexe ALK1/BMP9, le prodomaine n'interagissant pas avec le récepteur. Tout comme 
pour ALK1ecd, la production de BMP9 a été tentée dans les cellules procaryotes. Le domaine 
mature (acides aminés 320 à 429 de la séquence totale) a été cloné dans les mêmes vecteurs 
que pour ALK1ecd et les mêmes conditions de production ont été testées. Malheureusement, 
aucune des conditions n'a donné une production satisfaisante de la protéine. Les trois ponts 
disulfures intrachaînes plus le pont disulfure interchaîne de dimérisation rendent complexe la 
  
 
Figure 74 : Production de BMP9 
A : Construction retenue pour la production : clonage de BMP9 total dans pCEP4 avec 
insertion de l'étiquette 6-His entre le prodomaine et la forme mature. 
B : Western blot sur un surnageant de 293EBNA exprimant BMP9 recombinante avec un 
anticorps anti-prodomaine et anti-mature BMP9. Les cellules produisent du BMP9 dimérique 
sous forme proBMP9 et sous forme mature (clivée). 
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production de BMP9 en cellules procaryotes. Nous avons donc décidé de produire BMP9 en 
cellules eucaryotes. 
 BMP9 entier a été cloné dans le vecteur pCEP4 (Invitrogen). Une étiquette 6-His a été 
insérée entre le prodomaine et la forme mature de BMP9, en côté N-terminal de la forme 
mature (après le site de clivage aux furines convertases) (figure 74A).  Le plasmide a été 
transfecté dans des cellules de mammifère 293EBNA, qui permettent de maintenir le vecteur 
pCEP4 sous forme épisomale et ne nécessite donc pas de sélection clonale. Les cellules 
transfectées sont sélectionnées avec de l'hygromycine. Après la sélection, lorsque les cellules 
sont à confluence, le sérum du milieu de culture est retiré et les cellules sont laissées 48 h. Le 
surnageant de culture est alors collecté. Afin de vérifier la production, les protéines de 1 mL 
de surnageant sont précipitées à l'acide trichloroacétique et un western blot sur gel en 
condition réductrice ainsi qu'en condition non réductrice est réalisé. Les anticorps anti-BMP9 
mature (R&D) et anti-prodomaine BMP9 (R&D) nous ont permis de visualiser que BMP9 
était bien produit, sous une forme clivée (prodomaine clivée de la forme mature) et non clivée 
(figure 74B). Cette production mélangeant une forme clivée et non clivée avait été retrouvée 
pour la production de TGF-beta (Shi M. 2011). Le niveau de production est cependant 
relativement faible, mais la protéine est active en test BRE-luciférase (données non 
présentées).  
 Afin d'augmenter le rendement de production, plusieurs stratégies sont à l'épreuve. 1) 
Le sous-clonage de BMP9 dans pCDNA3.1, vecteur qui s'intègre dans le génome des cellules, 
suivi d'une sélection clonale. 2) Sous-clonage d'ALK1ecd dans un vecteur de production 
eucaryote (avec son peptide signal) et cotransfection d'ALK1ecd et de BMP9 afin de produire 
les deux protéines dans la même cellule. La forte affinité de ces deux protéines pourrait 




 Le projet est encore loin d'être abouti. La production d'ALK1 à grande échelle et 
l'augmentation du rendement de la production de BMP9 sont nécessaires pour espérer obtenir 
une quantité suffisante des protéines pour la cristallographie du complexe. L'objectif est de 
produire 1 à 10 mg de chaque protéine. La cristallographie sera réalisée en collaboration avec 
J.L. Ferrer de l'Institut de Biologie Structurale de Grenoble.  
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Projet 3 : Analyse de l'angiogenèse des souris BMP9 -/-. 
 
Contexte de l'étude 
 
 Les souris invalidées pour ALK1 et l'endogline présentent des défauts majeurs de 
l'angiogenèse conduisant à une létalité embryonnaire (Urness L. D. 2000) (Oh S. P. 2000) 
(Bourdeau A. 1999) (Arthur H. M. 2000). Des données in vivo et in vitro montrent un rôle de 
BMP9 dans l'angiogenèse (David L. 2008) (Scharpfenecker M. 2007). Notre hypothèse est 
que BMP9 est un facteur de maturation de l'angiogenèse et/ou de quiescence de 
l'endothélium.  
 
Objectifs de l'étude 
 
 Etablir le rôle de BMP9 in vivo dans : 
1) L'angiogenèse physiologique. 




 Les souris invalidées pour BMP9 ont été obtenues grâce à une collaboration avec le 
Dr. Teresa Zimmers et le Pr. Se-Jin Lee du Johns Hopkins University School of Medicine de 
Baltimore. Ces souris sont viables et fertiles. Des données confidentielles non publiées 
suggèrent que ces souris développent un phénotype HHT après quelques mois. Ces souris sont 
un modèle de choix pour étudier l'effet de BMP9 sur l'angiogenèse 1) physiologique et 2) 
tumorale.  
1) Nous avons choisi de regarder l'angiogenèse de la rétine pour étudier l'angiogenèse 
physiologique. Ce modèle est simple et est souvent utilisé pour l'étude de l'angiogenèse 
physiologique. Comme je l'ai dit dans l'introduction, la vascularisation de la rétine se 
développe la première semaine après la naissance chez la souris. La rétine se couvre alors de 
vaisseaux formant un réseau très structuré avec des artères, des veines, et des capillaires. Le 
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recouvrement des vaisseaux par les péricytes, qui constitue une étape majeure dans la phase 
de maturation de l'angiogenèse, est aussi visualisable sur la vascularisation de la rétine.  
2) Nous allons aussi utiliser des modèles de tumeurs par injections de cellules cancéreuses en 




 Les résultats sont présentés sous forme d'un article en cours de préparation. 
 
 J'ai réalisé l'ensemble des expériences présentées ainsi que l'acquisition des 
photographies par microscopie confocale et les analyses des images, excepté le test de 
l'activité des sera en BRE-luciférase. C. Mallet m'a aussi apporté une aide ponctuelle pour le 
génotypage des souris KO BMP9. 
1 
Manuscript in preparation 
BMP9 as a regulator of mouse retina vascular density  
 
Nicolas Ricard1,2,3, Sandrine Levet1,2,3, Christine Mallet1,2,3, Teresa Zimmers4, 
Se-Jin Lee5, Jean-Jacques Feige1,2,3 and Sabine Bailly1,2,3 
 
1INSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale), U1036, 17 rue des 
Martyrs, 38054 Grenoble, France 
2CEA (Commissariat à l'Energie Atomique et aux Energies Alternatives), iRTSV (Institut de 
Recherches en Technologies et Sciences pour le Vivant)/BCI (Biologie du Cancer et de 
l'Infection), France 
3Université Joseph Fourier, Grenoble, France 
4Division of Surgical Oncology, DeWitt Daughtry Family Department of Surgery, University 
of Miami Miller School of Medicine, Miami, FL, USA. 
5Department of Molecular Biology and Genetics, Johns Hopkins University School of 





BMP9 is a member of the TGF-β family. Circulating BMP9 binds with a high affinity to two 
receptors, ALK1 and endoglin 1 2 3. ALK1 is a type I receptor of the TGF-β receptor family 
and is almost exclusively expressed by endothelial cells 4. Endoglin is a coreceptor of this 
family and is highly expressed in the endothelium 5. The invalidation of ALK1 in mice leads 
to embryonic lethality at E 11 due to major angiogenesis defects 6 7. The invalidation of 
endoglin in mice leads also to embryonic lethality due to similar angiogenesis defects 8. The 
knock out of BMP9 (BMP9 KO) has not published yet and little is known about the role of 
BMP9 in vivo. 
BMP9 was described as a factor regulating the maturation phase of angiogenesis since BMP9 
inhibits HMVECd (Human MicroVascular Endothelial Cells from dermis) migration and 
proliferation 1 3. Moreover, BMP9 can block ex-vivo endothelial sprouting from metatarsals 3 
and in vivo FGF-2 induced angiogenesis in a sponge implanted subcutaneously on mice 2. 
However, BMP9 has also been shown to promote proliferation and migration of some 
2 
endothelial cell lines in contrast with its effect on HMVECd 9.  The role of BMP9 in 
angiogenesis is therefore not clearly understood yet.  
To address this issue, we examined the role of BMP9 in vascular development of the neonatal 
retina. Retina of newborn mice is avascular and development of retinal blood vessels occurs 
during the first week after birth to form an organized vascular network 10. Blood vessels grow 
from the center of the retina to the periphery and generate a plexus composed of arteries, 
veins and capillaries.  Endoglin is expressed in all retinal blood vessels at P7 but expression is 
markedly higher in the veins and in the reorganizing capillaries (ahead of the vein), behind the 
tip cells.  In contrast, ALK1 is expressed fairly uniformly in endothelial cells of retinal 
arteries, veins, and capillaries 11.  Using endoglin inducible KO in endothelial cells, it was 
recently shown that absence of endoglin in retinas induced a delayed remodeling of the 
capillary plexus, increased endothelial proliferation and localized AVMs 11.  Interestingly, 
ALK1 inducible KO in endothelial cells have also been described and studied for 
vascularization of the retina (Mahmoud, Hematology reports 2011).  Increased branching or 
AVMs were also observed. However, interestingly deficiency of ALK1 in postnatal mice led 
to lethality within 48 hours. Differences in vascular plexus remodeling, vascular branching 
and maintenance of arterial/venous identity were observed between the ALK1 and the 
endoglin KO, suggesting that these two receptors might not have exactly the same function in 
angiogenesis. It was also recently described that ALK1ecd could strongly affect retina 
vascularization suggesting that a ligand for ALK1 is important in retina angiogenesis 12. 
In the present work, we investigated the role of BMP9 on retinal angiogenesis. We studied the 
effect of blocking BMP9 either using BMP9 KO mice or neutralizing BMP9 antibodies in 
WT mice in comparison to the extracellular domain of ALK1 (ALK1ecd). Although we could 
not identify a clear vascular defect in BMP9 KO in the angiogenesis of the retina, we found 
that blocking BMP9 with its neutralizing antibody led to a denser vascular plexus in the 






KO BMP9 mice were a generous gift from Pr. Se-Jin Lee and Dr. Teresa Zimmers. KO BMP9 
mice are in C57BL/6 genetic background. Briefly, a sequence of the pPGK-Neo-polyA
3 
 plasmid was introduced in the second exon of the BMP9 gene, excluding completely the 




rmALK-1/Fc (770-MA R&D systems) and anti-hBMP-9 monoclonal (clone 360107, 
MAB3209 R&D systems) were prepared at 2 µg/µL. Injections were done intraperitoneally in 
P1 and P3 newborn mice with respectively 5 µL and 10 µL of the previously prepared 
treatment.  
BrdU (B-5002, sigma) was freshly diluted in PBS and injected i.p. in P6 mice at 50 mg/kg. 
Two hours later mice were sacrificed.  
 
Retinal whole mount staining 
 
P6 mice were decapitated and enucleations were performed. Eyes were fixed 2 hours in 4% 
(wt/vol) paraformaldehyde (PFA) in PBS at room temperature (RT) and then washed in PBS. 
Retina isolation was performed as described in 13. Retinas were fixed 30 min in 4% PFA at 
RT and then saturated and permeabilized overnight in 1 % BSA, 1 % Triton X-100 in PBS at 
4°C. Retinas were then incubated 1 h at RT with biotinylated Isolectin B4 (L2140, Sigma) 
and Rabbit anti-NG2 antibody (homemade) diluted in wash buffer (1 % BSA, 0,5 % Tween in 
PBS) at 50 µg/mL. Retinas were washed 5 x 20 min with wash buffer at RT. Retinas were 
then incubated 1 h at RT in Streptavidin AlexaFluor 488 conjugate (S11223, Invitrogen) 
diluted at 5 µg/mL and Donkey anti Rabbit Cy3 antibody (711-165-152, Jackson 
ImmunoResearch) (dilution 1:200) in wash buffer. Retinas were washed 5 x 20 min at RT and 
then overnight at 4°C with wash buffer. Mouting of stained retinas was performed as 
described 13. Observations were made using confocal microscopy (Leica, iRTSV CEA 
Grenoble). In order to evaluate the number of branching point per field, an average of 12 




NIH-3T3 fibroblasts cells were maintained in Dulbecco modified Eagle medium, 4.5 g/L 
glucose (Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest; Abcys).
4 
Human dermal microvascular endothelial cells (HMVECd, Cambrex) were maintained in 
endothelial growth medium (EGM-2-MV, Cambrex) supplemented with 5 % fetal bovine 
serum (FBS, Cambrex). 
 
Reporter gene constructs 
 
The reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding firefly luciferase downstream of a BMP 
response element was kindly provided by Dr P. ten Dijke (Leiden University Medical Center, 
Leiden, The Netherlands). The pRL-TKluc plasmid encoding renilla luciferase downstream of 
the thymidine kinase promoter was purchased from Promega. 
 
DNA transfection and dual luciferase activity assay 
 
NIH-3T3 cells were transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipofectamine (Invitrogen) 
with 0.1 µg pGL3(BRE)2-luc, 0.02 µg of pRL-TKluc, and different doses of plasmids 
encoding WT-ALK1 or the different mutants. Four hours after transfection, cells were treated 
with or without recombinant BMP9 (100 pg/mL; R&D Systems) for 15 hours. Firefly and 
renilla luciferase activities were measured sequentially with the Dual- Luciferase reporter 
assay (Promega). 
 
Western blot analysis 
 
Cells were serum-deprived for 1 hour and then stimulated with BMP9 (100 pg/mL) for 1 
hour. Cells were then washed twice with PBS and lysed in radioimmunoprecipitation assay 
(RIPA) buffer with a cocktail of protease inhibitors (P8340; Sigma-Aldrich). Proteins were 
separated by sodium dodecyl sulfate– polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 10%) 
and analyzed by immunoblotting with anti-phosphoSmad1/5 (41D10; Cell Signaling 




Figure 1 : BMP9 KO mice have a slight increase in radial expansion of the vascular 
plexus 
A: Newborn mice were killed between P4 and P10. After isolectin-B4 labeling, radial 
expansion of the vascularization of each retina (green line) and retina length (red line) were 
measured using the ImageJ software. Results are given in % of the retina length.  
(* Pvalue < 0.05 using the Mann-Whitney test, n: number of retinas). 
B:  Between 20 and 30 pictures of each P6 retina were taken using confocal microscopy. The 
number of branch points per field were counted. 
C: Retinas of P6 mice were labeled with isolectin-B4 and anti-NG2 antibody. Focus on an 




BMP9 KO mice have a slight increase in radial expansion of the vascular plexus 
 
To investigate the effect of BMP9 on physiological angiogenesis in vivo, we analyzed retinal 
angiogenesis in BMP9 KO mice in comparison to WT mice. 
We observed no obvious defect in the organization of the vascular network. The veins and the 
arteries were well differentiated, organized, and we did not detect any shunts between them 
(Fig. 1A, top panel). Then, we investigated if the progression of the retinal vessels was 
affected by the loss of BMP9. Mice were killed between 4 and 10 days after birth and the 
radial expansion of the vascular network was measured (Fig. 1B). We observed a slight 
increase of the radial expansion on day 4 in BMP9 KO in comparison to WT mice, but this 
delay was compensated at later time points (day 5 until day 10). 
To investigate the vascular density, we quantified the number of branching points at the 
migration front and at the capillary plexus on P6 retina (Fig 2B). The numbers of branching 
points per field were not significantly different between WT and BMP9 KO mice.  
Lastly, we studied vessel coverage by pericytes and/or smooth muscle cells using an antibody 
directed against NG2. NG2 is a proteoglycan expressed by pericytes and smooth muscle cells 
14
. We did not observe any difference in the coverage of the vessels between WT and BMP9 
KO mice at P6 (Fig. 1C).  In both WT and BMP9 KO mice, arteries were well covered by 
mural cells, and veins and capillaries were less covered, as expected. 
 
Neutralization of BMP9 in vivo leads to an increase of the vascular density of the retina 
 
Having seen no clear effect of the inactivation of BMP9 on the vascularization of the retina, 
we next studied the effect of an acute blockage of BMP9 using a neutralizing anti-BMP9 
antibody. We compared the effect of this neutralizing antibody to ALK1ecd which has been 
previously shown to perturb vascularization of the retina. 
We first injected ALK1ecd or anti-BMP9 antibodies intraocularly at P3, and sacrificed mice 
at P6 or P8. We did not observe any difference between mice receiving ALK1ecd, or anti-
BMP9 antibodies and control (PBS) mice (data not shown). We thus decided to inject these 
neutralizing proteins as early as from P1. Two injections at P1 and P3 were done, but due to 
technical difficulties, these injections were done intraperitoneally. Mice were killed at P6 and 
  
Figure 2 : Acute blockage of BMP9 increases vascular density of mice retinas.   
A: Measures of the radial expansion of the vascularization of P6 retinas. 
B: P6 retinas were labeled with Isolectine-B4 and anti-NG2 antibody. 
C: Between 20 and 30 pictures of each P6 retina were taken using confocal microscopy. The 
number of branch points per field were counted. 
(* Pvalue < 0.05, ** Pvalue<0.01, *** Pvalue<0.001 using the Mann-Whitney test, n: number 
of retinas ). 
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the retinal vascularisation was observed. We first studied the radial expansion of the 
vasculature. We did not notice any difference between the different treatments (Fig. 2A). The 
coverage of the vessels by mural cells did not seem to be affected (Fig. 2B). However, the 
density of the vasculature was significantly increased when ALK1ecd or anti-BMP9 
antibodies were injected as compared to the control mice (Fig. 2C). The density of the 
vasculature was increased both at the front of migration but also at the capillary plexus. The 
density at the vascular front was significantly higher in anti-BMP9 antibody-treated mice 
compared to ALK1ecd treated mice.  
 
How can we explain the differences observed between BMP9 KO mice and anti-BMP9 
treatment? 
 
One possibility could be that BMP9 KO mouse adapt to BMP9 deletion. We therefore studied 
whether the absence of circulating BMP9 could be compensated by another circulating ligand 
of the BMP family. To do this, plasmas from BMP9 KO mice and WT mice were compared 
for their ability to activate the Smad1/5/8 pathway. NIH-3T3 fibroblasts, were first transfected 
with an ALK1-encoding plasmid and the BRE (BMP Responsive Element) plasmid. These 
cells were then stimulated with 0.5 % plasma from WT or BMP9 KO mice. Luciferase 
activity was detected in response to WT plasma, whereas no luciferase activity could be 
detected following BMP9 KO plasma stimulation (Fig. 3A). This result led us to think that 
there is no functional compensation of BMP9 in BMP9 KO mice. However, we could not 
exclude that another ligand could be circulating at a low dose that would not be detectable in 
0.5% plasma, or under an inactive form which could be further activated.  
To detect a possible ALK1 ligand circulating at low concentration, we stimulated NIH-3T3 
transfected cells with 10 % serum from WT or BMP9 KO mice in the absence or presence of 
ALK1. NIH-3T3 cells do not express endogenous ALK1 but do express ALK2/3/4/5 and so 
can be stimulated by several cytokines of the TGF-β family 15. In β-gal-transfected cells, 10 % 
plasma from WT or BMP9 KO mice induced a similarly low activation of the BRE. In ALK1-
transfected cells, 10% WT plasma induced a strong BRE response, while 10 % BMP9 KO 
plasma barely activated the BRE pathway (Fig. 3B). We also tested these plasma on the 
activation of the Smad1/5/8 pathway on primary endothelial cells (HMVECd, Human 
MicroVascular Endothelial Cells from dermis) to make sure that we were not missing the 
presence of a factor that could circulate in an inactive form that could only be locally 
activated by endothelial cells. For example, BMP10, which we previously described as a 
  
Figure 3 : Is there another circulating compensatory ALK1 ligand in KO BMP9 mice? 
A: NIH-3T3 cells were transiently transfected with pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and WT 
ALK1. After 4 hours, cells were treated with 0,5 % KO BMP9 or WT plasma for 15 hours. 
The luciferase activities were then measured. The relative firefly luciferase activity was 
normalized to renilla luciferase activity. 
B:  NIH-3T3 cells were transiently transfected with pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc, and WT 
ALK1 (right) or β-gal (left). After 4 hours, cells were treated with 10 % KO BMP9 or WT 
plasma for 15 hours. The luciferase activities were then measured. The relative firefly 
luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. 
C: HMVECd were starved for 1 hour and then treated with 5 % KO BMP9 or WT plasma for 
1 hour. Cell lysates (20 µg proteins) were resolved by 10 % SDS-PAGE and immunoblotted 
with antibodies against phosphoSmad1/5 and α-tubulin (loading control). 
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ligand for ALK1 1, has been described to be inactive when complexed to its prodomain 16. 
HMVECd were stimulated with 10 % plasma from WT or BMP9 KO mice and Phospho-
Smad1/5/8 was detected by Western Blot. We could detect a phosphorylation of Smad1/5 in 
HMVECd in response to 10 % plasma from BMP9 KO, but at a much lower level than with 
10 % plasma from WT mice (Fig. 3C). Taken together, these data demonstrate that some 
circulating cytokines could activate the Smad1/5/8 pathways in serum from BMP9-KO mice, 




This study has revealed the importance of BMP9 in the remodeling of blood vessels in 
postnatal angiogenesis. Indeed, in the present work, we demonstrate that blocking BMP9 
using a neutralizing anti-BMP9 antibody increased vascular branching of the retina in a 
similar manner as the extracellular domain of ALK1 (ALK1ecd). 
BMP9 KO mice are viable, on the contrary of ALK1 KO mice and Endoglin KO mice 6-8 and 
do not present an evident phenotype. This suggests that another ALK1 ligand can compensate 
the absence of BMP9 or that the effect of ALK1 or endoglin deletion is ligand-independent. 
We have previously shown that BMP10 can also bind to ALK1 with a strong affinity 1. Due to 
the strong expression of BMP10 at the embryonic stage 17, we first hypothesized that 
embryonic levels of BMP10 could compensate the loss of BMP9 for the embryonic vascular 
remodeling. However, it was since shown that loss of ALK1 at an adult stage leads to the 
death of the animal some weeks after, demonstrating the absolute need of ALK1 also after the 
embryonic stage 18.  Moreover, we could show, in accordance to two other works, that 
BMP10 can also be expressed in adult mice and therefore we cannot completely exclude that 
BMP10 might take the place of BMP9.  
Retinal angiogenesis allowed us to study easily physiologic angiogenesis. Studying the 
structure of the network, the radial expansion of the vasculature, the coverage of the vessels 
by mural cells, and the density of the vasculature, we did not observed any defect in BMP9 
KO mice compared to the WT mice (Fig. 1). This is not what we would have expected as 
absence of endoglin or ALK1 impaired retinal angiogenesis 19. Indeed, loss of endoglin or 
ALK1 at P2 led to retinal angiogenesis defects with shunts between veins and arteries, a delay 
in the vascular expansion and an increase in the endothelial cell proliferation. Compensation 
in our BMP9 KO mice by another ALK1 ligand was suspected.  
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The ability of serum from BMP9 KO mice to stimulate the Smad1/5/8 pathway was therefore 
studied using two methods (the BRE activity and the Smad1/5/8 phosphorylation). The BRE 
activity in NIH-3T3 cells revealed a low but still detectable activation of the Smad1/5/8 
pathway by BMP9 KO serum (Fig. 3A). This activation is well below the one observed with 
WT serum, demonstrating that there is not a total compensation for the loss of BMP9 in the 
BMP9 KO mice. Further, the activity of the BMP9 KO serum doesn't seem to be ALK1 
dependent (Fig. 3B). We have also tried to study the level of Phospho-Smad1/5 in endothelial 
cells in vivo by labeling aorta rings with an anti-PhosphoSmad1/5. Unfortunately, we did not 
succeed in performing such labeling. So for the moment we do not know if the remaining 
BRE/phosphoSmad1/5 activity detected in BMP9 KO serum would be enough to compensate 
the role of circulating BMP9. We plan to use siRNA directed against ALK1 in HMVECd and 
neutralizing anti BMP10 antibody and ALK1ecd to test if the activation of the Smad1/5 
pathway in response to BMP9 KO sera is ALK1-dependent and to test if this activity is due to 
circulating BMP10. 
 
Blockade of ALK1 circulating ligand(s) by ALK1ecd was recently published 12. The authors 
demonstrated the necessity of ALK1 circulating ligand(s) for the lymphangiogenesis in the 
tail dermis and for the retinal angiogenesis of newborn mice. Since our BMP9 KO mice did 
not have a vascular phenotype, we decided to use a neutralizing anti-BMP9 antibody to study 
the effect of BMP9 on retinal angiogenesis in comparison with ALK1ecd. We observed a 
significant increase in the number of branching points demonstrating that addition of 
ALK1ecd increased vascular density. Interestingly, addition of neutralizing anti-BMP9 
antibody also increased the number of branching points. These data would suggest that the 
ligand trapped by ALK1ecd is BMP9. These data are in accordance with the increase in 
endothelial proliferation observed in absence of endoglin or ALK1 19. We will need to check 
if the increase in branching points is due to an increase in endothelial cell proliferation.  
We did not see any arteriovenous shunt in retinas from ALK1ecd or anti BMP9 treated animal 
while Endoglin or ALK1 loss led to such shunts 11. Loss of function mutations of Endoglin 
and ALK1 are found in a vascular dysplasia called HHT. In this disease, direct connection 
between arteries and veins are seen in patients. The loss of endoglin in mice was expected to 
give such shunts and we expected to see these connections with the loss of the ligand, BMP9. 
The absence of arteriovenous shunt could be explained by the partial inactivation of BMP9 
with ALK1ecd or anti-BMP9. Indeed, injections in newborn mice (P1 and P3) is technically 
difficult, and the dose of the treatment really injected could be lower than the expected. We 
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cannot exclude that a non-circulating ALK1 ligand might not be neutralized by the ALK1ecd 
and maintained an activity leading to a mild phenotype, different to the loss of ALK1 or 
Endoglin. Also, a possible effect of ALK1 and endoglin in a ligand independent manner 
cannot be excluded and can also account for these differences between the loss of one of the 
receptor and the loss of BMP9. In this case, a basal activity of the kinase of ALK1 
independently of the ligand has to be present. Indeed, mutations in ALK1 found on HHT 
patients are loss of function mutations in response of BMP9 20 and mutations in Smad4 are 
found on patient with HHT combined to the juvenile polyposis syndrome 21. Moreover, foetus 
carrying two HHT related mutations die in utero 22. Altogether, these data are in accordance 
for a major role of the ALK1 kinase activity in ALK1 pathway, and exclude a major role of 
ALK1 independently of its kinase activity.  
In order to determine the mechanism leading to this increase, we plan to study the 
proliferation of the endothelial cells. Mice have been injected with BrdU and killed 2 hours 
later. Retina will be labeled with anti BrdU soon and positive nuclei will be counted in the 
different conditions. Moreover, we will examine the number of tip cells and of filopodia per 
tip cells in order to determine if the increase of density is due to a similar phenotype than the 
increase of density following an inactivation of Dll4 23. We could suspect a regulation of the 
Notch signaling by BMP9.  
A loss of Dll4 has been shown to increase in the number of sprout in the retinal vasculature 
and to increase in the vascular density 23. Another Notch ligand, Jagged1, as opposite effect 
on the vascular network since it antagonizes the effect on the Dll4/Notch1 pathway 24. Our 
data could suggest a link between BMP9/ALK1 and Notch. Indeed, we have previously data 
suggesting that BMP9 increases Dll4 (data not shown). 
The lack of vascular phenotype in BMP9 KO mice although neutralizing BMP9 antibody 
leads to an increase in vascular density could suggest that the remaining activity of the BMP9 
KO serum is sufficient to keep an ALK1 pathway normal. This remaining activity may be due 
to circulating BMP10, but further investigation need to be done to prove it. To test this 
hypothesis, we have injected ALK1ecd, which can trap every circulating ALK1 ligand, in KO 
BMP9 mice at P1 and P3, and killed mice at P6. Retinas are under investigation and results 
should give us information about a possible other circulating ALK1 ligand. BMP10 KO is 
lethal due to heart defect 17. It will be very interesting to cross inducible BMP10 KO mice 
with BMP9 KO mice and to induce the loss of BMP10 after the heart formation or at the adult 
stage. Such mice without BMP9 and BMP10 will be compared to mice lacking ALK1 or 
10 
endoglin. A lack of strong phenotype in mice lacking BMP9 and BMP10 would lead to the 
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Figure 75 : Augmentation de la densité vasculaire de la rétine des souris hétérozygotes 
pour Dll4. 





 La neutralisation de BMP9 avec un anticorps anti-BMP9 ou une forme soluble du 
récepteur ALK1 conduit à une augmentation de la densité vasculaire de la rétine. Cette 
augmentation correspond au phénotype décrit dans les invalidations de la voie Dll4-Notch1 
(figure 75). La voie Notch est une voie de signalisation entre cellules adjacentes. Le ligand de 
la voie Notch, ici Dll4, est transmembranaire. Le récepteur, ici Notch1, est aussi 
transmembranaire. La liaison de Dll4 sur Notch1 induit le clivage du domaine intracellulaire 
de Notch1 (appelé NICD pour Notch IntraCellular Domain) qui est alors transporté dans le 
noyau où il opère des effets transcriptionnels. L'invalidation hétérozygote de Dll4 induit une 
vascularisation plus dense des vaisseaux sanguins de la rétine consécutive à un 
bourgeonnement excessif (Hellstrom M. 2007). Inversement, la surexpression de Dll4 conduit 
à une baisse du bourgeonnement des cellules endothéliales, liée à une diminution de la 
prolifération et à une réduction de la migration des cellules endothéliales, aboutissant à un 
réseau vasculaire moins dense (Trindade A. 2008). L'invalidation de Jagged1, autre ligand de 
la voie, diminue la densité de la vascularisation (Benedito R. 2009). Lors du dernier congrès 
sur les BMPs, l'équipe d'An Zwijsen a présenté un travail sur l'invalidation de Smad1/5 dans 
les cellules endothéliales. Cette invalidation entraîne une dérégulation de l'expression de Dll4. 
Ces résultats confortent notre hypothèse d'une interaction entre la voie de BMP9 et la voie 
Notch. Au vu de nos résultats sur la densité vasculaire, la neutralisation de BMP9 pourrait 
induire soit une augmentation de Jagged1, soit une diminution de Dll4. Des résultats 
préliminaires en PCR quantitative menés dans notre laboratoire indiquent que la stimulation 
par BMP9 de cellules endothéliales en culture induit l'expression de Dll4, ce qui serait en 
accord avec nos résultats in vivo (données non publiées). Des essais de marquages Dll4 et 
Jagged1 ont été tentés sur les rétines des animaux traités. Malheureusement, aucun marquage 
n'a été détecté. De nouveaux tests avec des conditions de marquages différentes vont être 
réalisés prochaînement.  
  
 Nous avons commencé à étudier l'angiogenèse tumorale dans les souris invalidées 
pour BMP9. Des cellules de carcinome de poumon de Lewis (LLC pour Lewis Lung 
Carcinoma) en suspension dans du Matrigel ont été injectées en sous-cutané. Ces cellules 
expriment le gène de la luciférase nous permettant de suivre la croissance tumorale par 
luminescence. Les tumeurs sont mesurées toutes les 48 h au pied à coulisse. Nous avons 
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réalisé une première expérience où nous n'avons pas observé de différence de la croissance 
tumorale entre les souris invalidées pour BMP9 et les souris sauvages. Cependant, dans cette 
première expérience, nous avons une grande variété interindividuelle (données non 
présentées). Suite à des difficultés d'élevage, cette expérience préliminaire a été faite sur un 
nombre d'animaux faible (4 animaux dans chaque groupe). De plus, les animaux étaient âgés 
(autour de 1 an). Nous allons refaire des essais avec des animaux plus jeunes, un plus grand 
nombre de souris (afin d'atténuer la dispersion des résultats). Nous allons également utiliser 
une lignée cancéreuse de mélanome (B16F10) décrite comme particulièrement angiogénique. 
Ces travaux permettraient de donner une explication sur l'efficacité des neutralisants de la 
voie ALK1 (récepteur soluble ALK1-Fc ou anticorps monoclonal anti-ALK1) actuellement 
développés (Hu-Lowe D. D. 2011) (Mitchell D. 2010) (Cunha S. I. 2010). En effet, il a été 
démontré qu'ALK1-Fc inhibe BMP9 et BMP10 (Mitchell D. 2010). De plus, une étude 
récente avec de l'endogline soluble, qui neutralise BMP9 et BMP10, montre aussi une 
diminution de la croissance tumorale lors d'administration de cette forme soluble d'endogline 
(Castonguay R. 2011). Cependant, aucune étude n'a directement et spécifiquement neutralisé 
BMP9. Les mécanismes d'action d'ALK1-Fc ou de l'anticorps anti-ALK1 ne sont pas clairs. 
Hu-Lowe et collaborateurs proposent un rôle proangiogénique d'ALK1 pour expliquer les 
effets de la neutralisation de la voie ALK1 (Hu-Lowe D. D. 2011). Notre hypothèse serait 
plutôt que BMP9 agit sur la quiescence de l'endothélium vasculaire (David L. 2008) et sur la 
phase de maturation (Lamouille S. 2002) pendant l'angiogenèse (notamment en inhibant la 
prolifération et la migration des cellules endothéliales). Ainsi, nous pensons que BMP9 
pourrait arrêter la migration des cellules endothéliales et leur prolifération dans un contexte 
angiogénique, et que BMP9 est un facteur de quiescence dans un contexte non angiogénique. 
Un blocage de BMP9 dans un contexte angiogénique impliquerait une perturbation de la 
phase de maturation de l'angiogenèse, aboutissant à des vaisseaux peu fonctionnels, ce qui 
desservirait la tumeur.  
 
 L'augmentation de l'angiogenèse dans la rétine par l'injection d'ALK1-Fc et la 
réduction de l'angiogenèse tumorale par la même molécule peut sembler contradictoire. 
Cependant, le blocage de Dll4, facteur de quiescence de l'endothélium, a donné les mêmes 
résultats. En effet, la diminution de Dll4 induit une angiogenèse excessive dans la rétine 
(Hellstrom M. 2007) et le blocage de Dll4 dans une tumeur induit une angiogenèse excessive 
mais non fonctionnelle avec une diminution de la perfusion de la tumeur, une hypoxie plus 
importante de la tumeur et une diminution de sa croissance (Noguera-Troise I. 2006) 
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(Ridgway J. 2006). Nous pouvons penser que l'inhibition d'ALK1 dans la tumeur a le même 
effet. Le flux sanguin au sein d'une tumeur dans une souris traitée avec du ALK1-Fc est 
d'ailleurs diminué (Hu-Lowe D. D. 2011). Un lien entre les voies ALK1 et Dll4 semble donc 
de plus en plus probable. 
 
 La différence entre le phénotype des souris invalidées pour BMP9 et l'effet de la 
neutralisation de BMP9 (avec l'anticorps anti-BMP9) peut s'expliquer par une adaptation des 
souris invalidées pour BMP9. De plus, le fond génétique de nos souris (C57BL/6) n'est pas 
favorable aux phénotypes vasculaires. Nous avons donc commencé à changer le fond 
génétique de nos souris pour les obtenir dans un fond Balb/c et 129/Ola, plus favorables pour 

















 Mes travaux de thèse ont permis plusieurs avancés dans la compréhension de la 
signalisation des BMPs, dans l'établissement d'un modèle moléculaire de la maladie de 
Rendu-Osler de type 2, ainsi que dans la détermination du rôle de BMP9 dans l'angiogenèse 
physiologique. 
 
 Une application concrète de mon travail sur la maladie de Rendu-Osler est 
l'établissement d'un test diagnostique permettant de discriminer les mutations pathologiques 
d'ACVRL1 des polymorphismes rares. Ce test est maintenant utilisé par le Service de 
génétique moléculaire et clinique de l'hôpital Edouard Herriot de Lyon. 
 Mon étude sur la maladie de Rendu-Osler a permis de proposer comme modèle de 
maladie l'haploinsuffisance fonctionnelle de la voie d'ALK1 en réponse à BMP9.  
 Ce travail sur les différents mutants d'ALK1 m'a également permis d'apporter une 
contribution dans la compréhension de la signalisation des BMPs et de montrer que la queue 
NANDOR est aussi importante pour ALK1, et probablement pour l'ensemble des récepteurs 
de type 1. En effet, mon étude sur les mutants NANDOR a permis de montrer le rôle de la 
queue NANDOR dans l'activité kinase des récepteurs et non dans l'activation des récepteurs 
de type 1 par le récepteur de type 2 (transactivation) comme précédemment décrit 
(Garamszegi N. 2001). De plus, j'ai démontré que la transcomplémentation, qui consiste en 
l'activation d'un récepteur de type 1 mutant de transactivation grâce à un autre récepteur de 
type 1 défaillant dans son domaine kinase, ne se produisait pas pour ALK1. Depuis, ces 
résultats ont été confortés par une autre publication (Huang T. 2011). Cette notion de 
transcomplémentation a également été remise en question pour ALK5. L'ensemble de ces 
données suggère une absence de transcomplémentation pour l'ensemble des récepteurs de la 
famille.       
 
 La maladie de Rendu-Osler se caractérise par des fistules artério-veineuses. 
L'invalidation conditionnelle d'ALK1 a permis de montrer que les fistules se développent en 
réponse à un stimulus angiogénique et semblent donc être la conséquence d'une angiogenèse 
dérégulée en absence d'ALK1 (Park S. O. 2009) (Walker E. J. 2010). L'ensemble de ces 
résultats suggère que l'inactivation partielle de la voie ALK1 dans la maladie de Rendu-Osler 
conduit à une angiogenèse excessive en cas de stimulus angiogénique. L'efficacité de 
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l'Avastin dans les essais cliniques sur les patients atteints de la maladie de Rendu-Osler est en 
accord avec cette hypothèse. Mes travaux préliminaires in vivo montrent que l'inactivation de 
la voie ALK1 dans des souriceaux (en utilisant ALK1ecd-Fc ou anti-BMP9) donne une 
vascularisation de la rétine plus dense. Même si à ce jour nous ne comprenons pas encore les 
causes de cette augmentation de la densité (dérèglement de la voie Notch et/ou 
hyperprolifération des cellules endothéliales), l'angiogenèse physiologique de la rétine semble 
hyperactivée lors de l'invalidation d'ALK1. Les résultats de mes études in vivo et sur la 
maladie de Rendu-Osler vont donc dans le sens qu'une perte de la voie BMP9/ALK1 aboutit à 
une angiogenèse excessive. Ces résultats suggèrent un rôle de la voie BMP9/ALK1 dans la 
maturation de l'angiogenèse et/ou la quiescence de l'endothélium. Au vu des résultats publiés 
sur l'efficacité des inhibiteurs de la voie ALK1 (ALK1-Fc ou anti-ALK1) dans les modèles 
murins de tumeurs, nous pouvons penser qu'inhiber un facteur de maturation ou de quiescence 
aboutit à une angiogenèse accrue mais peu fonctionnelle et donc dessert la tumeur. 
L'inhibition du facteur de quiescence Dll4 montre une efficacité antitumorale. Ces résultats 
suggèrent donc une piste d'étude intéressante pour développer des thérapies anti-
angiogéniques de deuxième génération, complétant les thérapies anti-angiogéniques 













 L'étude de la signalisation d'ALK1 en réponse à BMP9 ne fait que commencer. Cette 
étude peut avoir des répercussions sur nos connaissances sur la signalisation BMP en général 
ainsi que sur le mécanisme moléculaire de la maladie de Rendu-Osler, l'angiogenèse et 
d'autres fonctions mal connues de BMP9.  
  
 1) Signalisation BMP : relation entre les récepteurs au sein du complexe. 
 La structure cristallographique du complexe domaine extracellulaire d'ALK1/forme 
mature de BMP9 peut être le début d'une étude sur les interactions entre les récepteurs, 
notamment entre les deux dimères récepteur de type 1/récepteur de type 2. En effet, la 
connaissance des acides aminés impliqués dans la liaison de BMP9 sur ALK1 nous permettra 
de faire par mutagenèse dirigée un mutant de BMP9 incapable de se lier aux récepteurs. La 
production d'hétérodimère de BMP9 composé d'un monomère de BMP9 sauvage, donc 
capable de se lier aux récepteurs, et d'un monomère de BMP9 muté, donc sans capacité de 
fixation sur les récepteurs, nous permettra d'avoir un ligand capable de lier un seul dimère de 
récepteur de type 1/récepteur de type 2. Ainsi, si une signalisation Smad1/5/8 est maintenue 
par cet hétérodimère de BMP9, nous pourrons en conclure qu'un dimère de récepteur de type 
1/récepteur de type 2 est suffisant pour induire la signalisation, et que les deux dimères du 
complexe de signalisation fonctionnent indépendamment l'un de l'autre. Cette démonstration 
confirmerait nos résultats sur la signalisation des mutants d'ALK1, qui n'ont pas d'effet 
dominant-négatif en réponse à BMP9. Ce modèle de dimère indépendant dans 
l'hétérotétramère de récepteurs a été démontré pour le TGF-β (Huang T. 2011). 
 
 2) Voie de signalisation Smad-indépendante. 
 Le mécanisme d'activation des voies Smad-indépendantes, notamment des voies JNK 
et p38, est peu clair. En effet, s'il est établi que l'ubiquitinyle ligase TRAF6 active TAK1 en 
réponse à une stimulation TGF-β, activant alors les voies JNK et p38, l'utilité de l'activité 
kinase d'ALK5 dans cette activation de TRAF6 est sujette à controverse (Yamashita M. 2008) 
(Sorrentino A. 2008). Il serait ainsi intéressant d'étudier le mécanisme d'activation des voies 
Smad-indépendantes par ALK1. Ces voies sont très importantes dans le contrôle de la 
migration des cellules endothéliales (David L. 2007b). Cependant aucun mécanisme 
d'activation n'est connu. De plus, un motif consensus de liaison de TRAF6 a été retrouvé sur 
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ALK5 et ALK6 uniquement (Sorrentino A. 2008). Il semble donc probable que l'activation 
des voies Smad-indépendantes par ALK1 ne passe pas par TRAF6. Les différents mutants 
réalisés pour l'étude de la voie Smad en réponse à BMP9 dans la maladie de Rendu-Osler 
peuvent être un outil pertinent pour étudier le rôle de l'activité kinase d'ALK1 dans la 
signalisation Smad-indépendante. Ces résultats pourraient aboutir à un mécanisme général de 
l'activation des MAPKs par les BMPs. L'étude des voies Smad-indépendantes est 
particulièrement importante pour comprendre la spécificité d'activité de BMP9 sur les cellules 
endothéliales (inhibiteur de la migration et de la prolifération) par rapport aux effets 
proangiogéniques des autres BMPs. 
 
 3) Autre ligand pour ALK1 ou rôle d'ALK1 ligand indépendant. 
 Concernant la signalisation ALK1 plus précisément, la différence flagrante du 
phénotype de nos souris invalidées pour BMP9 par rapport aux souris invalidées pour ALK1 
nous suggère qu'un ligand d'ALK1 compense la perte de BMP9. BMP10, l'autre ligand 
physiologique d'ALK1, n'est pas décrite comme circulante. Cependant, une présentation au 
dernier congrès sur les BMPs à Louvain par Thomas Braun suggère une possible circulation 
de BMP10. Dans le cas d'une circulation de BMP10 qui permettrait de compenser au moins 
partiellement la perte de BMP9 dans nos souris, la contribution exacte de BMP10 circulante 
et de BMP9 circulante dans la signalisation d'ALK1 serait très intéressante à étudier. Une 
autre explication de la différence de phénotype entre la souris invalidée pour ALK1 et pour 
BMP9 peut être une signalisation d'ALK1 indépendante d'un ligand ou un rôle d'ALK1 
indépendant de son activité kinase. D'un point de vue personnel, un rôle d'ALK1 indépendant 
de son activité kinase m'apparaît peu probable, suite à la mortalité in utero des fœtus porteurs 
de deux allèles d'ACVRL1 mutés (Snyder L. 1944) (Karabegovic A. 2004) (El-Harith el H. A. 
2006) (Wooderchak W. 2010). Un rôle ligand-indépendant pourrait être testé en réalisant une 
souris génétiquement modifiée qui exprimerait un mutant d'ALK1 incapable de lier 
BMP9/BMP10 (réalisable après la cristallographie du complexe) mais localisé à la membrane 
plasmique. Ce projet reste lourd techniquement. 
 
 4) Test diagnostique pour HHT-1 et HTAP. 
 L'haploinsuffisance fonctionnelle de la réponse à BMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 2 a été démontrée par mes travaux. Il serait intéressant de mener une étude 
similaire sur des mutations d'endogline afin de déterminer si la perte d'un allèle de l'endogline 
(dans le cadre de mutations "frameshift" ou de mutations non-sens) ou si une endogline mutée 
 136 
sur un acide aminé diminue la réponse à BMP9. La forte affinité de BMP9 pour l'endogline 
(Scharpfenecker M. 2007) (Castonguay R. 2011), inhabituelle en comparaison avec les autres 
ligands de l'endogline, suggère une implication de la voie BMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 1 également. Notre test diagnostique pourrait alors permettre de discriminer les 
mutations ponctuelles pathologiques des polymorphismes rares pour les mutations de 
l'Endogline. Dans le cadre d'une diminution de la voie BMP9 lors d'une mutation de 
l'Endogline liée à la maladie de Rendu-Osler de type 1, il serait judicieux d'étudier si la 
mutation a un effet dominant-négatif sur l'allèle sauvage. En effet, contrairement à ALK1, 
l'endogline dimérise par un pont disulfure. La conservation d'une activité d'un dimère 
endogline sauvage/endogline mutée ne parait pas évidente et mérite une étude.  
 Le développement d'un test diagnostique pour les mutations de BMPR2 impliquées 
dans l'HTAP peut aussi être intéressant. 
 
 5) Souris invalidées pour BMP9 et maladie de Rendu-Osler. 
 Il n'y a à ce jour aucune preuve directe de l'implication de BMP9 dans la maladie de 
Rendu-Osler. En effet, même si nos travaux ont démontré une diminution de moitié de 
l'activité de la voie BMP9 dans la maladie de Rendu-Osler de type 2, aucune mutation de 
BMP9 n'a été trouvée sur des patients et l'implication de BMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 1 n'est pas démontrée. Le sérum de la souris invalidée pour BMP9 présente une 
capacité d'activation de la voie Smad1/5/8, sur des cellules endothéliales en culture, faible 
mais existante. Il semble donc que la voie Smad1/5/8 ne soit pas complètement abolie dans 
les cellules endothéliales de ces souris, mais simplement diminuée. Ces souris pourraient donc 
être un bon modèle de la maladie de Rendu-Osler. Les fistules artério-veineuses peuvent se 
développer suite à un stimulus angiogénique ou inflammatoire et augmentent lors du 
vieillissement. Il semble donc qu'une observation des vaisseaux sanguins, notamment dans les 
sites fréquents de fistules chez les patients HHT (foie/poumon/système nerveux central), sur 
des souris âgées (> 1 an) soit une stratégie intéressante. De plus, la réponse de ces souris à un 
stimulus angiogénique, inflammatoire ou à une blessure pourrait conduire à la visualisation de 
fistules. Dans ce cas, une première preuve de l'implication de BMP9 dans la maladie de 






6) Régulation de l'activité de BMP9. 
 L'haploinsuffisance fonctionnelle de la voie BMP9 chez les patients atteints de la 
maladie de Rendu-Osler de type 2 suggère qu'une augmentation de la voie ALK1 pourrait 
constituer une stratégie thérapeutique efficace. L'étude de la régulation de l'expression 
d'ALK1 et de BMP9 pourrait apporter des cibles thérapeutiques. Le taux de BMP9 circulant 
dans le sérum humain est de 2 à 10 ng/mL. L'EC50 de BMP9 étant autour de 50 pg/mL, il 
semble que la voie ALK1 soit saturée in vivo. Cependant, l'ajout de BMP9 exogène sur les 
vaisseaux de la CAM de poulet induit une réponse par augmentation du tonus vasculaire 
(David L. 2008). Ce résultat suggère que la voie d'ALK1 n'est pas saturée à l'état basal par le 
BMP9 circulant. Il semble donc que des régulateurs de l'activité de BMP9 au niveau de 
l'endothélium neutralisent une partie du BMP9 circulant. A ce jour, aucun des régulateurs des 
BMPs connu n'a d'action sur BMP9. L'étude de la régulation de l'activité de BMP9 sur 
l'endothélium vasculaire peut permettre de mettre à jour une cible thérapeutique dans la 
maladie de Rendu-Osler. Un potentiel régulateur de l'activité de BMP9 in vivo serait la 
circulation de récepteur soluble. L'endogline peut être clivée par une protéase et est capable 
de neutraliser BMP9 (Castonguay R. 2011). L'étude de la régulation de ces clivages semble 
donc particulièrement importante afin de mieux cerner la régulation de l'activité BMP9 in 
vivo.  
 Les taux d'endogline soluble étant très élevés dans la pré-éclampsie (Venkatesha S. 
2006), la voie BMP9 pourrait être fortement inhibée dans cette pathologie. Une étude du rôle 
de la voie BMP9 dans cette pathologie semble donc être de tout premier intérêt. Cependant, 
cette pathologie est spécifique de l'espèce humaine et aucun modèle animal satisfaisant 
n'existe, ce qui rend les études particulièrement difficiles. 
 
 7) Mécanisme moléculaire de l'HTAP. 
 L'HTAP est une maladie dont les mécanismes moléculaires sont peu connus. Bien que 
les mutations de BMPR2 soient un facteur de prédisposition à la maladie, le mécanisme 
moléculaire reliant la voie des BMPs et l'HTAP n'est pas complètement établie. En effet, les 
gènes du tonus vasculaire dérégulés dans l'HTAP ne sont pas des cibles connus de la voie des 
BMPs ou ne varient pas dans le sens attendus (l'endothéline1 est induite par la voie des BMPs 
(Star G. P. 2010), alors que chez les patients qui ont une voie des BMPs altérée, le taux 
d'endothéline1 est augmenté (Cacoub P. 1993)). L'étude transcriptionnelle de la voie des 
BMPs, spécifiquement de la voie ALK1/BMPR2 semble donc intéressante afin de pouvoir 
mieux comprendre l'HTAP. La régulation de BMPR2 semble aussi particulièrement 
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importante, les patients sans mutation de BMPR2 présentant un taux de BMPR2 inférieur aux 
personnes saines (Atkinson C. 2002). Une meilleure compréhension de la régulation du taux 
de BMPR2 pourrait aboutir à la découverte de cibles thérapeutiques.  
  
 8) Fonctionnement d'ALK1-Fc. 
 La poursuite de l'étude in vivo de l'inactivation de la voie ALK1 par ALK1-Fc et anti-
BMP9 peut aboutir au mécanisme d'action d'ALK1-Fc. Une analyse fine de l'angiogenèse 
tumorale de souris traitées avec anti-BMP9 ou ALK1-Fc pourrait montrer un bourgeonnement 
plus important des vaisseaux tumoraux que dans les tumeurs des souris non traitées, mais une 
perfusion de la tumeur diminuée. Si ces résultats sont atteints, l'inhibition des voies de la 
phase de maturation de l'angiogenèse et l'inhibition des facteurs de quiescence pourraient être 
des pistes thérapeutiques pour le développement de nouvelles thérapies anti-angiogéniques. 
  
 9) Rôle de BMP9 dans la lymphangiogenèse. 
 Une étude récente montre qu'ALK1-Fc inhibe la lymphangiogenèse du derme de la 
queue de souriceau (Niessen K. 2010). L'inhibition de BMP9, par un anticorps anti-BMP9, 
pourrait aboutir aussi à un blocage de la lymphangiogenèse. Le rôle de BMP9 dans la 
lymphangiogenèse devra alors être étudié plus spécifiquement (régulateur de la voie Notch ? 
de la prolifération et/ou de la migration des cellules endothéliales lymphatiques ?,..). 
 
 10) Fonctions de BMP9 non vasculaires.  
 BMP9 semble jouer un rôle dans le développement du système nerveux central, 
l'ostéogenèse et la régulation du taux de glucose et du fer. Des études plus précises doivent 
être menées pour mieux connaitre ces effets et déterminer le récepteur impliqué. S'il s'agit 
















Liste des abréviations 
ActR2 Activin Receptor type 2 
ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase 
ALK Activin receptor-Like Kinase 
AMH Hormone Anti-Müllerienne 
AMHR2 AMH Receptor type 2 
Ang Angiopoïétine 
AP1 Activator Protein 1 
BAEC Bovine Aortic Endothelial Cell 
BAMBI BMP and Activin Membrane Bound Protein 
BH4 tétrahydrobiopterine 4 
BISC BMP Induced Signaling Complexe 
BMP Bone Morphogenetic Protein 
BMPER BMP-binding Endothelial cell precursor-derived Regulator 
BMPR2 Bone Morphogenetic Protein Receptor type 2 
BRE BMP Responsive Element 
CamK2 Ca2+ and calModulin-dependant Kinase 2 
CBP CREB Binding Protein 
CDK Cyclin-Dependant Kinase 
CEC Cellule Endothéliale Circulante 
cGKI cGMP-dependant Kinase 
cGMP cyclic Guanosine MonoPhosphate 
CHIP C-terminus of Hsc70 Interating Protein 
CK2β Casein Kinase 2β 
CRM Chromosome Region Maintenance 
CSM Cellule Souche Mésenchymateuse 
Dan Differential screening-selected gene Aberrative in Neuroblastoma 
Dll Delta Like Ligand 
DMLA Dégénérescence Maculaire Liée à l'Age  
DPC4 Deleted in Pancreatic Carcinoma locus 4 
EMT Transition épithélial-mésenchymateuse  
Eng Endogline 
Erk Extracellular-signal-Regulated Kinase 
FDA Food and Drug Administration 
FGF Fibroblast Growth Factor 
FLK Fetal Liver Kinase 
FLT FMS-Like-Tyrosine kinase 
FSH Follicule Stimulating Hormone 
GDF Growth and Differentiation Factor 
GDNF Glial cell-Derived Neurotrophic Factor 
GFP Green Fluorescent Protein 
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor 
GPI Glycosyl Phosphatidyl Inositol 
GSK Glycogen Synthase Kinase 
hCG Hormone Chorionique Gonadotrope 
HDL High Density Lipoproteins 
HGS Hepatocyte Growth factor-regulated tyrosine kinase Substrate  
HHT Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia 
HIF Hypoxia-Inducible Factor 
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HMVEC Human MicroVascular Endothelial Cell 
Hsp90 Heat Shock Protein 90 
HTAP HyperTension Artérielle Pulmonaire 
HUVEC Human Umbelical Vein Endothelial Cell 
IL InterLeukine 
I-Smad Smad inhibitrice 
JNK c-Jun N-terminal Kinase 
KLF6 Kruppel-Like Family 6 
LAP Latent Associated Protein 
LH Luteinizing Hormone 
LTBP Latent TGF-β binding protein 
Mad Mother Against dpp 
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 
MEC Matrice ExtraCellulaire 
MEEC Mouse Embryonic Endothelial Cell 
MESEC Mouse Embryonic-Stem-cell-derived Endothelial Cell 
MMP MétalloProtéase Matricielle 
MTMR4 Myotubularin-related protein 4 
mTor Mammalian Target of Rapamycin 
NANDOR NonActivating Non-DOwn-Regulating 
NEC Normal tissu Endothelial Cell 
NES Nuclear Export Sequence 
NFκB Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
NGF Neural Growth Factor 
NICD Notch IntraCellular Domain 
NLS Nuclear Localising Sequence 
Np Neuropiline 
Par-4 Prostate Apoptosis Response-4 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PDGF Platelet-Derived Growth Factor 
PDK Phosphoinositide Dependent Kinase 
PDP Pyruvate Dehydrogenase Phosphatase 
PEC Progéniteur Endothélial Circulant 
PFC PreFormed receptor Complexe 
PI3K Phosphatidyl Inositol 3-phosphate Kinase 
PI3P Phosphatidyl Inostol 3 Phosphate 
PIP2 Phosphatidyl Inositol biPhosphate 
PlGF Placenta Growth Factor 
RGM Repulsive Guidance Molecule 
R-Smad Receptor-regulated Smad 
RT RétroTranscription 
SARA Smad Anchor for Receptor Activation 
SBE Smad Binding Element 
SCP Small C-terminal domain Phosphatase 
SGF Sarcoma Growth Factor 
SKR Serine/threonine-Kinase Receptor  
Smurf SMad Ubiquitin Regulatory Factor 
Sp1 Specificity Protein 1 
SUMO Small Ubiquitin-related Modifier protein 
TAK TGF-β-Activated Kinase 
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TEC Tumor Endothelial Cell 
TGF Transforming Growth Factor 
TRAF TNF Receptor Associated Factor 
Tsg Twisted gastrulation 
TSP ThromboSPondine 
TSR-1 TGF-β Superfamily Receptor-type 1 
TβR2 TGF-β Receptor type 2 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR Récteur au VEGF 
VIH Virus de l'Immunodéficience Humaine 
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 ALK1 est un récepteur de la famille du TGF-β, principalement exprimé dans les 
cellules endothéliales. Le ligand physiologique et circulant d'ALK1, BMP9, a été découvert 
par notre laboratoire en 2007, ce qui a ouvert des possibilités d'étude de la fonction d'ALK1.  
 La première partie de ma thèse a été consacrée à l'analyse fonctionnelle de mutants 
d'ALK1, retrouvés sur des patients atteints de la maladie de Rendu-Osler de type 2, en 
réponse à BMP9. Cette étude a permis de : 1) proposer l'haploinsuffisance fonctionnelle 
comme modèle de la maladie ; 2) développer un test diagnostique pour discriminer les 
mutations pathogènes des polymorphismes rares, basé sur leur réponse à BMP9 ; 3) d'avoir 
une meilleure connaissance des acides aminés d'ALK1 importants dans la réponse à BMP9. 
 Un second travail a consisté en la production de la forme mature de BMP9 et du 
domaine extracellulaire d'ALK1 en vue de l'étude de la structure cristallographique du 
complexe. L'expression des protéines et leur purification sont en phase d'optimisation. 
 Enfin, un troisième projet consistait en l'analyse du rôle de BMP9 dans l'angiogenèse 
in vivo. La neutralisation de BMP9 par deux stratégies distinctes induit une augmentation de 
la densité vasculaire dans la rétine de la souris. Le mécanisme est en cours d'investigation.   
Abstract 
 
 ALK1 is a TGF-β family receptor, mainly expressed on endothelial cells. The 
physiologic and circulating ligand of ALK1, BMP9, was discovered by our laboratory in 
2007, which opened opportunities for studying the function of ALK1. 
 The first part of my thesis was on the functional analysis of ALK1 mutants from  
HHT-2 patients in response to BMP9. This study allowed us to: 1) propose functional 
haploinsufficiency as a model for HHT-2; 2) develop a diagnostic tool to discriminate 
pathogenic mutations from rare polymorphisms, based on their BMP9 response; 3) increase 
our knowledge of important amino acids in ALK1 for the BMP9 response. 
 A second work was on the production of the mature form of BMP9 and of the 
extracellular domain of ALK1 in order to study the crystallographic structure of the complex. 
The expression of these proteins and their purification are in optimization phase.  
 Lastly, a third project was on the analysis of the role of BMP9 in angiogenesis in vivo. 
Neutralization of BMP9 using two strategies induces an increase of the vascular density of the 
retina in mouse. Mechanism of action is under investigation. 
